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® Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose einer 
HIV-lnfektion mittels eines immunoassays durch den spe- 
zifischen Nachweis von p24-Antigen von HIV1, HIVI-Su- 
bO und/oder p26-Antigen von HIV2, mindestens einem 
Antikorper gegen den env-Bereich von HIV1, HIVI-SubO 
und/oder von HIV2 und mindestens einem Antikorper ge- 
gen den pol- und/oder gag-Bereich aus HIV1, HIVI-SubO 
und/oder HIV2, zum Diagnoseverfahren geeignete Rea- 
genzienkits und Teststreifen, sowie monoklonale Antikor- 
per gegen p24 und deren Verwendung. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Vcrfahren zur Diagnose einer HIV-Infektion mittels eines Immunoassays durch den spezifi- 
schen Nachweis von HIV-Amigenen und HIV-Antikbrpcrn. 

5 AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) ist cine erworbene Immunschwache-Krankheit, die durch das HIV- Vi- 
rus verursacht wird. Bisher sind als Erreger die Stamme HIV1 und HTV2 bekannt. Beide Stamme ahneln sich in Bezug 
auf Morphologic Zelltropisrmis, Wechselwirkung mit denrCD4-Rezeptor von T-Zellen, den in vitro cytopathischen Ef- 
fekt auf CD4-Zellen, die generelle gcnomische Siruktur und die Fahigkeit, die Krankheit AIDS auszulbsen (Clavel, 
1987, AIDS 1 , 1 35-140). Allcrdings ist dcr immunologische Verwandtschaftsgrad gering, so daB HIVl-spezifischc An- 

10 tikbrper im allgemeinen keine Kreuzreaktion zu HIV2 zeigen. Neben den am weilesten verbreiteten HIV1 Gruppe M ^ 
Subtypen ist noch ein weiterer HIVl-Subtyp, der Subtyp O bekannt (Myers et al, Los Alamos Datenbank, 1994; Sharp et 
al. AIDS Suppl. 8, S27-S42, 1994). Der Verwandtschaftsgrad zwischen HIVl-SubO und HIV1 ist wesentlich grofier als » 
zwischen HIVl-SubO und HIV2. Antikorpcr, die gegen HIV1 gerichtct sind, kreuzreagicren allerdings nur zum Teil mit 
dem entsprechendcn Antigen von HIVl-SubO. Auch ein grofier Teil der HIVl-SubO spezifischen Antikorpcr reagiert 

15 nicht mit HIV1 Gruppe M Antigenen. 

Der Verlauf der HIV-Infektion laBt sich in mehrere diagnostisch relevante Phasen einteilen. In der Friihphase der In- 
fektion konnen bereits HIV- Antigene, jedoch noch keine HIV-Antikbrper nachgewiesen werden. In der Phase der Sero- 
konversion konnen HIV- Antigene schwach positiv oder negativ, d. h. nicht nachweisbar sein. HTV-Antikorper der Klasse 
IgM sind in dieser Phase nachweisbar, HTV-Antikorper der Klasse IgG dagegen nicht oder nur schwach positiv. In der 

20 folgenden, symptomlosen Phase sind hauptsachlich HIV-Antikbrper vom Typ IgG nachweisbar, wahrend HIV-Antigen 
in der Regel nicht auftritt. Das gleiche gilt fur den fortschreitenden Krankheitsverlauf in der klinischen Phase. 

In der Spatphase der Erkrankung schlieBlich konnen HIV-Antikorper schwach positiv oder negativ werden, wahrend 
die HTV- Antigene entweder negativ bleiben oder aufgrund der Zunahme der Viruslast, wenn das Immunsystem des Pa- 
tienten zusammenb richt. wieder„positiv .nachgewiesen werden konnen. Bei diesen verschiedenerrPhasen uer nxKian- } 

25 kung, deren Verlaufe sich patientenabhangig stark unterscheiden konnen, gibt es somit immer Zeitpunkte, an denen ent- 
weder Antigen- oder Antikorper-Nachweise falsch negative Werte ergeben konnen. 

Zur Detektion von Infekuonen mit HIV1, HIV2 oder HIVl-SubO werden haufig Antikbrper-Tests (IgG und IgM) im 
Briickentest-Format, das beispielsweise in der EP-A-0 280 211 beschrieben ist, durchgefiihrt. Als Antigene werden hier- 
fiir im allgemeinen die Antigene des sogenannten Envelope-Bereiches (env), das sind gpl60, gpl20, gp41 fiir 

30 HIV1/HIV1 -SubO und gpl40, gpilO, gp36 fiir HIV2, zusammen mit dem Antigen p24 (HIV1), aus dem der Viruskem 
aufgebaut ist, bzw. p26 (HIV2) eingesetzl. Die Antigene p24 bzw. p26 werden vom sogenannten gag-Bereich kodiert. 
Diese Tests ergeben dann ein positives Signal, wenn in der Probe Antikorper gegen die genannten Antigene vorhanden 
sind. In der Friih- und Spatphase der Erkrankung, wenn freies p24 bzw. p26-Anligen vorhanden ist, kommt es haufig vor, 
daB keine Antikorper nachweisbar sind, da entweder das Immunsystem des Patienten noch nicht geniigend Antikorper 

35 gebildet hat oder so erschopft ist, daB nicht mehr ausreichend Antikbrper gebildet werden, urn diese detektieren zu kon- 
nen. 

Antigen-Tests zum Nachweis von p24-Antigen werden im allgemeinen getrennt von Antikbrper-Tests durchgefiihrt. 
Nur in der Friihphase der Infektion und in der Endphase von AIDS ist der Antigen-Titer beim Patienten erhoht, so daB 
nur in diesen Phasen p24 sicher nachweisbar ist. 

40 Nachteil der bisher bekannten Tests ist, daB keiner der Tests fur sich genommen den gesamten diagnostisch relevanten 
Zeitraum der HIV-Infektion abdeckt. 

Mit Hilfe von Kombitests konnen Antigene eines bestimmten Erregers und Antikorper gegen denselben Erreger 
gleichzeitig nachgewiesen werden. Ein solches Verfahren zur simultanen Bestimmung von Antigenen und Antikorpem 
wird in der DE 42 36 189 A 1 offenbart. Ein Lbsungsansatz zur liickenlosen diagnostischen Erfassung aller Phasen einer 

45 HIV-Infektion wird jedoch nicht beschrieben. 

In der WO 93/21346 wird ein Kombitest zur simultanen Detektion von HTV1 p24-Antigen, HIV1 gp41 -Antikorpem 
und HIV2 gp36-Anukbrpern (in beiden Fallen Antikorper gegen Proteine des env-Gens) mittels eines heterogenen Im- 
munoassays beschrieben. Mit diesem Test werden jedoch HIV-positive Proben, die kein p24 oder keine Antikorper gegen 
die env-Proteine enthalten, nicht als positiv erfaBt. Nur mil gp41 konnen nicht alle Antikbrperpositiven HIVl-Proben er- 

50 kannt werden, da Proben weit verbreitet sind, die dadurch charakterisiert sind, daB sie im Western-Blot nur ein unvoll- 
standiges Bandenmuster aufweisen und keine Farbung der gp41-Bande zeigen. 

Hashida et al (1996, J. Clin. Lab. Anal. 10, 213-219) beschreiben einen diagnostischen Test fur den Nachweis von 
HIVl-Infektionen. Bei diesem Test werden gleichzeitig p24- Antigen, IgG-Antikbrper gegen pl7 (aus dem gag-Bereich) 
und IgG-Antikbrper gegen. Reverse Transkriptase (RT), die vom pol-Gen kodiert wird, nachgewiesen. Mit dieser Test- 

55 fuhrung ist allerdings nur der Nachweis von HIVl-Infektionen mbglich. AuBerdem werden Serokonversionsseren, die 
nur schwach affine IgM-Antikbrper gegen die beiden oben verwendeten Antigene enthalten, nicht erfaBt. AuBerdem wer- 
den Serokonversionsseren, die Antikorper gegen die env-Proteine enthalten, nicht erfaBt. Nach dem Abfall des HIV- An- 
ugen-Titers in der Friihphase der Infektion treten oft nur IgM-Antikbrper gegen das env-Protein gp41 auf. In diesem Fall 
zeigt der Test von Hashida et al. ein falsch negatives Ergebnis. 

60 Es existiert im Stand der Technik bisher kein diagnostisches Testsystem, mit dem die simultane Detektion von HTV1 , 
HIVl-SubO und HIV2 liickenlos rur alle Infektionsstadien zuverlassig mbglich ist. 

Aufgabe war es daher, einen verbesserten Test auf HIV-Infektionen zu entwickeln, der es ermbglicht, als einzelner Test 
alle diagnostisch erfaBbaren Phasen der HIV-Infektion richtig, zuverlassig und luckenlos nachzuweisen. Der Test sollte 
die gleichzeitige Bestimmung von HIV 1 , HIV 1 -SubO und HIV2 ennbglichen. 

65 Die Aufgabe wird gelbst durch das erfindungsgemaBe Verfahren zur Diagnose einer HTV-Infektion mittels eines Im- 
munoassays durch den spezifischen Nachweis von p24- Antigen von HTV1, HIV1 -SubO und/oder p26- Antigen von 
HIV2, mindestens einem Antikorper gegen den env-Bereich von HIV1, HIVl-SubO und/oder HIV2 und.mindestens ei- 
nem Antikorper gegen den pol- und/oder gag-Bereich aus HTV1, HIVl-SubO und/oder HIV2. Mit Hilfe des erfindungs- 
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gemaBen Verfahrens ist es moglich, bcreits bcim Auftreten von nur eincm der oben aufgefuhrten Analyten die HIV-In- 
fektion sicher nachzuweiscn. 

Uberraschenderweisc hat sich gezeigt, daB durch den Nachweis von Anukbrpem gegen ein Genprodukt insbesondere 
dcs pol-Bereichs von HIV in {Combination mit dem Nachweis von p24- Antigen von HIV1, HIVl-SubO und/oder p26- 
Antigen von HIV2 und dem Nachweis von mindestens einem Antikorper gegen den HIV-env-Bereich die bisher zu be- 5 
klagende diagnostische Lucke geschlossen werden kann. Uberraschenderweise hat sich ein Verfahren zur Detektion ei- 
ner HIV-Infektion als besonders geeignet erwiesen, in dem Antikorper gegen die Reverse Transkriptase (RT) von HIV 
nachgewiesen werden, in Kombination mit dem Nachweis von p24-Antigen von HIV1, HIVl-SubO und/oder p26- Anti- 
gen von HIV2 und dem Nachweis von mindestens eincm Antikorper gegen den HIV-env-Bereich. 

Der Nachweis der HIV-Infektion durch den erfindungsgemaBen Kombitest mittels Bestimmung der einzelnen genann- 10 
ten Parameter erfolgt simultan. Die Bezeichnung "Kombitest" bedeutet, daB gleichzeitig HIV-Antigene und Antikorper, 
die gegen HIV-Antigene gerichtet sind, nachgewiesen werden konnen. Mit Hilfe dieses Testes konnen alle HlV-Infekti- 
onsstadien sicher crfaBt werden. Durch die erfindungsgemaBe Auswahl von Test-Antigenen bzw.-Antikorpem und den 
dazugehorigen spezi risen bindenden Rezeptorcn ist es moglich, das erfindungsgemaBe Verfahren durchzufuhren. Zudem 
ist der Nachweis von HTV 1 , HIV 1 -SubO und HIV2 mit einem einzigen Test moglich. Dariiberhinaus ist durch geeignete 15 
Wahl von Rezeptoren eine breite Erkennung von HlVl-Subtypen der HIVl-Gruppe M moglich. Der Test beruht bevor- 
zugt auf dem Prinzip des heterogenen Immunoassays. Jedoch sind auch homogene Testfiihrungen wie bei spiels weise tur- 
bidimetrische Tests, bei denen keine Trennung von fester und fiiissiger Phase erfolgt, denkbar. 

ErfindungsgemaB werden im Nachweisverfahren als Rezeptoren Rl und R2 solche eingesetzt, die das zu bestimmende 
HIVl-p24- und/oder HI V2-p26- Antigen spezifisch binden. Als Rezeptoren R3 und R4 werden ein oder mehrere And- 20 
gene aus dem env-Bereich von HIV1, HIV2 oder HIVl-SubO verwendet (gpl60, gpl20, gp41 fiir HIV 1/HIV1 -SubO 
und gp!40, gpllO, gp36 fur HIV2). Bevorzugt werden als Rezeptoren R3 und R4 gp41 und/oder gp36 oder Fragmente 
davon verwendet. Als Rezeptoren - R_5 - und - R.6 werden ein - oder-rnehrere -Antigcne-aus- dcnvpol - oder -gag-B crcich - von 
HIV1, HIV2, oder HIVl-SubO verwendet, wobei dies nicht Epitope oder Sequenzen von p24 oder p26 sein diirfen, die 
mit den Rezeptoren Rl oder R2 reagieren konnen. Bevorzugt werden als R5 und R6 Antigene aus dem pol-Bereich von 25 
HIV1 , HIV2, oder HIV1 -SubO eingesetzt. Besonders bevorzugt wird als Rezeptor R5 und R6 die Reverse Transkriptase 
(RT) verwendet. 

Durch die erfindungsgemaBe Kombination von Rezeptoren ist es moglich, alle Stadien der HIV-Infektion sicher zu de- 
tektieren. Es werden dadurch sowohl HIV-spezifische Analyten nachgewiesen, die nur in der Friih- oder Spatphase der 
Infektion vorhanden sind (z. B. p24-bzw. p26- Antigen), als auch Analyten, die in der asymptomatischen Phase auftau- 30 
chen und iiber einen langeren Zeitraum detektierbar sind, wie beispiels weise Antikorper gegen die env-Genprodukte 
gp!60, gpl20 oder gp41 und Antikorper gegen die pol-Genprodukte Reverse Transkriptase, Integrase oder Protease oder 
Antikorper gegen die gag-Genprodukte pi 7 oder pi 5. 

Durch geeignete Wahl der Rezeptoren konnen, falsch gewunscht, mit einem einzigen Test Infektionen mit FHV1, 
HTV2 und HIVl-SubO einschlieBlich aller HIVl-Subtypen der Gruppe M nachgewiesen werden. Fiir eine solche Test- 35 
fiihrung konnen als Rezeptoren Rl und R2 solche ausgewahlt werden, die spezifisch das p24-Antigen von HIV1 binden. 
Rl und R2 werden in diesem Fall so gewahlt, daB sowohl HIVl-p24 als auch HIVl-SubO-p24 erkannt und gebunden 
wird. Dabei kann es notwendig sein, mehrere verschiedene Rezeptoren fiir Rl und R2 zu verwenden, urn alle HIV 1 
Gruppe M Subtypen und den HIV1 Subtyp O zu detektieren. Zusatzlich werden beim gleichzeitigen Nachweis von 
HIV1, HTV2 und HIVl-SubO entweder entsprechende kreuzreagierende oder weitere Rezeptoren Rl und R2 eingesetzt, 40 
die spezifisch auch das p26-Anugen von HIV2 erkennen. Die Anzahl der insgesamt zu verwendenden Rezeptoren Rl 
und R2 ist abhangig von der Kreuzreaktivitat bzw. Homologie der gewahlten Epitope. Durch gunsuge Auswahl ist es 
moglich, die Anzahl der verwendeten Rezeptoren zu reduzieren. Als Rezeptoren R3 und R4 konnen solche eingesetzt 
werden, die Antikorper gegen env-Genprodukte von HIV1 und HIVl-SubO spezifisch binden. Besonders geeignet ist 
hierbei das gp41-Antigen (HIV1 bzw. HIVl-SubO) oder Fragmente bzw. Epitope hiervon. Als weitere Rezeptoren R3 45 
und R4 werden solche Rezeptoren eingesetzt, die Antikorper gegen env-Genprodukte von HIV2 spezifisch erkennen. Als 
besonders geeignet erweist sich hierbei das gp3 6- Antigen oder Fragmente bzw. Epitope hiervon. Als Rezeptoren R5 und 
R6 konnen solche Rezeptoren ausgewahlt werden, die Antikorper gegen gag- oder pol-Genprodukte von HIV1 und 
HIVl-SubO spezifisch erkennen - mit Ausnahme der Epitope von p24, die mit den Rezeptoren- Rl oder R2 reagieren 
konnen. Zusatzlich konnen fiir die HIV2-Erkennung weitere Rezeptoren R5 und R6 verwendet werden, die Antikorper 50 
gegen gag* oder pol-Genprodukte von HIV2 spezifisch binden. Bevorzugt fur alle Rezeptoren R5 und R6 sind solche, die 
Antikorper gegen die pol-Genprodukte von HIV1 und HIVl-SubO bzw. von HIV2 erkennen. Von den Rezeptoren R5 
und R6 gegen die drei mbglichen pol-Genprodukte Reverse Transkriptase, Integrase und Protease werden besonders be- 
vorzugt solche Rezeptoren verwendet, die Antikorper gegen die Reverse Transkriptase erkennen. 

Gegenstand der Erfindung ist auch das oben beschriebene Verfahren zum Nachweis einer HIV-Infektion, wobei die 55 
Rezeptoren Rl und R2 jeweils als einzelne Rezeptoren oder in Form von Gemischen verschiedener Rezeptoren einge- 
setzt werden. Bei Verwendung von Gemischen erkennen die Rezeptoren bevorzugt unterschiedliche Epitope des p24 
bzw. p26. 

Der Einsatz der Rezeptorgemische dient dazu, die Erkennung verschiedener HIV-Subtypen - im Falle des p24 Anti- 
gens die Erkennung von HIV1 Gruppe M Subtypen und HIVl-SubO - mit einer einzigen Testzusammensetzung zu ge- 60 
wahrleistcn. 

ErfindungsgemaB konnen mit dem Nachweisverfahren auch Infektionen mit dem HIV1 -Subtyp O detektiert werden. 

AuBerdem konnen mit dem Nachweisverfahren erfindungsgemaB auch Infektionen mit den HIVl-Subtypen der 
Gruppe M nachgewiesen werden. 

ErfindungsgemaB konnen daher auch die Rezeptoren R3, R4, R5 und R6 jeweiis in Form von Gemischen verschiede- 65 
ner Rezeptoren eingesetzt werden, urn zu gewahrleisten, daB HIV1-, HIVl-SubO- und HTV2-positive Proben in einem 
Testansatz sicher erkannt werden. Es muB jedoch auch immer gewahrleistet sein, daB sich die verschiedenen Rezeptoren 
gegenseitig nicht wesentlich in ihrer Bindung um das nachzuweisende Antigen bzw. den nachzuweisenden AntikSrper 
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behindern. Bevorzugt werden als Rezeptoren R3 und R4 solche eingesetzt, die jeweils die gleichen Epitope prasentieren. 
Dadurch wird gewahrleistet, daB die antigenbindenden Tcile des nachzuweisendcn Antikbrpers die beiden Rezeptoren 
R3 und R4 verbriickt. Je nach Anforderung konnen aber auch Rombinationen verschiedener Epitope verwendet werden. 
Beispielsweise kbnntc als R3 rekombinantes gp41 und als R4 Pepude, die vom gp41 abgeleitet sind, oder Polyhaptene - 
5 wie sie in der WO 96/03652 beschrieben sind - eingesetzi werden. Das gleiche gilt fur die Rezeptoren R5 und R6. Je 
nach Anforderung konnen Rombinationen verschiedener Epitope verwendet werden. Jedoch werden auch hier bevorzugt 
solche Rezeptoren eingesetzt, die die gleichen Epitope darstellen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird im allgemeinen als NaBtest durchgefuhrt. Neben den sogenannten NaBlesten, 
bei denen die Testreagenzien in flussiger Phase vorliegen, konnen auch alle gangigen Trockentestformate, die zum Nach- 
10 weis von Proteinen bzw. Antikorpern geeignei sind, verwendet werden. Bei diesen Trockentests oder Teststreifen, wie sie 
beispielsweise in der EP-A-0 186 799 beschrieben sind, sind samtliche Testkomponenten auf einem Trager aufgebracht. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren, das bevorzugt als heterogener Immunoassay durchgefuhrt wird, erfolgt der 
Nachweis der Anugene durch die Rezeptoren Rl und R2 nach dem Sandwich-Prinzip. Das nachzuweisende Antigen 
(hier. p24 bzw. p26) wird von Rl und R2 in Form eines Sandwiches von zwei Seiten gebunden. Die Bindung der Anti- 
15 korper durch die Rezeptoren R3, R4, R5 und R6 erfolgt nach dem Prinzip des Bruckentests. Der zu detektierende Anti- 
kbrper verbriickt die Rezeptoren R3 und R4 miteinander. Das gleiche gilt fur die Rezeptoren R5 und R6. Beide Testfuh- 
rungen, der Sandwich- und der Briickentest, sind gleichzeitig im gleichen Ansatz durchfuhrbar, ohne daB die beiden Pnn- 
zipien sich gegenseitig storen. Es ist daher auch moglich, alle Rezeptoren mit der Probe zusammen zu inkubieren und das 
Verfahren in wenigen Stufen durchzufuhren. Lediglich vor der Nachweisreaktion ist ein Wasch-Schritt zur Abtrennung 
20 der ungebundenen Rezeptoren und Probenbestandteile von Vorteil, aber nicht unbedingt notwendig. Die Rezeptoren Rl , 
R3 und R5, die mit der Festphase bindefahig sind, kbnnen in flussiger Phase oder bereits an die Festphase gebunden vor- 
liegen. Bevorzugt werden alle Rezeptoren Rl bis R6 zusammen inkubiert. Dabei kann die Festphase, an die Rl, R3 und 
R5 binden konnen, bereits anwesend sein oder erst spater zugegeben werden oder per Diffusion oder Transfer erst sp&ter 
emeicht^werden. . _ . 

25 Bei der Inkubation bildet sich der Sandwich zwischen Festphase • Rl • p24(p26) • R2, die Brticke zwischen Festpha- 
se • R3 • HIV-Anti-env-Antikbrper • R4 und die Briicke zwischen Festphase . R5 • HIV- Anti-gag/pol Antikbrper • R6 
aus. AnschlieBend wird im Falle des heterogenen Immunoassays die feste von der fliissigen Phase getrennt, gegebenen- 
falls die feste Phase gewaschen und die Markierung von R2, R4 und R6 bestimmt. Die Markierung wird zumeist an der 
festen Phase gemessen, sie kann jedoch auch in der flussigen Phase bestimmt werden. 
30 Liegen einer oder mehrere der Rezeptoren Rl , R3 und R5 bereits in festphasengebundener Form vor, so werden die 
Probe und die entsprechenden Rezeptoren, d. h. R2, R4 und R6 zu den festphasengebundenen Rezeptoren Rl , R3 und _R5 
dazugegeben und zusammen inkubiert. Es ist aber auch moglich, die Probe zuerst mit den Rezeptoren Rl, R3 und R5 in 
An- oder Abwesenheit der Festphase zusammenzubringen und erst in einem nachfolgenden Schritt die Rezeptoren R2, 
R4 und R6 zuzugeben. T 
35 Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von Antikorpern gegen HIV rmttels eines im- 
munoassays, das dadurch gekennzeichnet ist, daB die Rezeptoren R3, R4, R5 und R6 eingesetzt werden. Die Rezeptoren 
Rl und R2 kommen bei diesem reinen Antikbrpernachweis nicht zum Einsatz. Als Rezeptoren R3 und R4 werden wie im 
zuvor beschriebenen Kombitest ein oder mehrere Anugene aus dem env-Bereich von HIV1, HTV2 oder HIVl-SubO ver- 
wendet (gpl60, gpl20, gp41 fur HIVl/HIVl-SubO und gpl40, gpllO, gp36 fur HIV2). Bevorzugt werden als Rezepto- 
40 ren R3 und R4 gp41 und/oder gp36 oder Fragmente davon verwendet. Als Rezeptoren R5 und R6 werden wie im zuvor 
beschriebenen Kombitest ein oder mehrere Anugene aus dem pol- oder gag-Bereich von HTV1, HP/2, oder HIVl-SubO 
verwendet. Bevorzugt werden als R5 und R6 Anugene aus dem pol-Bereich von HTV1, HIV2, oder HIVl-SubO einge- 
setzt. Besonders bevorzugt wird als Rezeptor R5 und R6 die Reverse Transkriptase (RT) verwendet. 

Die Durchfuhrung des Antikorpcrnachweises, die Testformate sowie die Eigenschaften der verwendeten Rezeptoren 
45 sind analog zum Kombitest, so daB sie hier nicht gesondert aufgefuhrt werden. Die im folgenden gemachten Ausfuhnin- 
gen zu den Rezeptoren Rl und R2 gelten fur den weiter oben beschriebenen kombinierten Nachweis (Kombitest) von 
HIV-Antikorperh und HIV-Anugenen. Die Ausfuhrungen fur die Rezeptoren R3, R4, R5 und R6 gelten sowohl fur den 
Kombitest als auch fur das Verfahren zum Nachweis von HIV-Antikbrpern. 
Wesentlicher Bestandteil von Rezeptor Rl ist ein Antikbrper, der spezifisch das p24- Antigen von HIV1 und gegebe- 
50 nenfalls von HIVl-SubO oder das p26- Antigen von HIV2 bindet. Es kbnnen Antikbrper aller Subklassen, die nut dem 
p24 oder dem p26 spezifisch bindefahig sind, verwendet werden. Statt der vollstandigen Antikbrper konnen selbstver- 
standlich auch deren Fragmente, wie Fab-, Fab'- oder F(abVFragmente, verwendet werden. Die Antikbrper konnen po- 
lyklonal sein, sofern sie keine Kreuzreaktivitat zu ubrigen Testbestandteilen zeigen. Da an die Spezifitat der AnU-p24- 
bzw. Anti-p26- Antikbrper beziiglich der HIV-Subtypenerkennung hohe Anforderungen zu stellen smd, werden jedoch 
55 bevorzugt monoklbnale Antikbrper eingesetzt. Gegenstand der Erfindung sind daher auch monoklonale Antikorper ge- 
gen das p24-Amigen. Die Eigenschaften dieser Antikbrper werden in einem spateren Abschnitt naher erlautert. 

Rl kann entweder direkt an die Festphase gebunden sein, oder die Bindung an die Festphase erfolgt indirekt iibei |ein 
spezifisches Bindungssystem. Die direkte Bindung von Rl an die Festphase erfolgt nach dem Fachmann bekannten Me- 
thoden. Wird die Bindung indirekt iiber ein spezifisches Bindungssystem durchgefuhrt, so ist Rl em Konjugat, das aus 
60 einem Antikbrper gegen p24 bzw. gegen p26 und einem Reaktionspartner eines spezifischen Bindungssystems bestent. 
Unter einem spezifischen Bindungssystem werden hier zwei Partner verstanden, die spezifisch miteinander reagieren 
konnen. Das Bindungsvermbgen kann dabei auf einer- immunologischen Reaktion oder auf einer anderen spezifischen 
Reakuon beruhen. Bevorzugt wird als spezifisches Bindungssystem eine Kombination von Biotin und Avidin oder Biotin 
und Streptavidin verwendet. Weitere bevorzugte Kombinationen sind Biotin und Antibiotin, Hapten und Anu-Hapten, 
65 Fc-Fragment eines Antikbrpers und Anukbrper gegen dieses Fc-Fragment oder Kohlenhydrat und Lectin. Einer der Re- 
aktionspartner dieses spezifisch bindefahigen Paares ist dann Teii des Konjugates, das den Rezeptor Rl bildet. 

Der andere Reaktionspartner des spezifischen Bindungssystems fur Rl liegt als Beschichtung der festen Phase vor. 
Die Bindung des anderen Reaktionspartriers des spezifischen Bindungssystems an ein unlbslicbes Tragermatenal kann 
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nach den ublichen, dcm Fachmann bekanntcn Meihoden vorgcnommen wcrden. Hicrbei ist sowohl einc kovalehte als 
auch cine adsorpiive Bindung gecignct. Als fcsie Phase geeignct sind Rcagenzglaschen oder Mikrouterplatten aus Poly- 
styrol oder ahnlichen Kunststoffen, die an der Inncnobcrflache mil einem Reaklionspartner des spezifischen Bindungs- 
systems beschichtet sind. Weiierhin geeignet und besonders bevorzugt sind teilchenforrnige Substanzen, wie beispiels- 
weise Latexparlikel, magnetischc Partikel, Molekularsiebmaterialien, Glaskbrperchen, KunstslofFschlauche und derglei- 5 
chen. Auch porbse, schichtfdrmige Trager wie Papier kbnnen als Trager verwendet werden. Besonders bevorzugt werden 
magnetische Kiigelchen (sogenannte Beads) verwendet, die wiederum mil dem enisprechendcn Bindepartncr des oben 
beschriebenen spezifischen Bindcsystcms beschichtet sind. Diesc Mikropartikcl kbnnen dann nach Ablauf der Testreak- 
tion fur die Durchfuhrung der Nachweisrcaktion beispiclswcise durch Filtration, Zentrifugation oder im Falle der magne- 
tischen Partikel durch eincn Magneien von der fliissigen Phase geirennt werden. 10 

Der Rezeptor R2 bestehl aus einem Anukorper, der spezifisch das p24-Amigen von HIV1 und gegebenenfalls von 
HIVl-SubO oder das p26-Antigen von HIV2 bindet, und einer Markierung. Es konnen - wie beim Rezeptor Rl - Anti- 
korper allcr Subklassen, die mit dem p24 oder dem p26 spezifisch bindefahig sind, verwendet werden. Statt der vollstan- 
digen Antikorper konnen auch hier deren Fragmente, wie Fab-, Fab'- oder F(abVFragmente, verwendet werden. Die 
Antikorper konnen polyklonal oder monoklonal sein. Bevorzugt werden wie bei Rl monoklonale Antikbrper eingesetzt. 15 
Besonders bevorzugt werden auch bei R2 die in einem spateren Abschnitt beschriebenen erfindungsgemaBen monoklo- 
nalen Antikorper gegen das p24-Antigen verwendet. Entscheidend isi, dafl die in Rl und R2 eingesetzten Anukorper 
mindestens 2 verschiedene Epitope des p24- bzw. des p26-Antigens erkennen. Beide Rezeptoren Rl und R2 miissen 
gleichzeiug spezifisch an p24 oder p26 binden konnen, urn den Sandwich auszubilden. Die von den Anukbrper-Bestand- 
teilen in Rl und R2 erkannten Epitope miissen sich also raumlich voneinander getrennt befinden. Das heiBt, daB die yon 
Rl und R2 erkannten Epitope zwar iiberlappen diirfen, jedoch mufl gewahrleistet sein, daB beide Rezeptoren gleichzeitig 
an das p24 bzw. p26-Epitop binden kbnnen. Bedingung ist immer, daB sich die beiden Rezeptoren in ihrem Bindungs- 
verhalten.an.n24 bzw. n 26- w e tr enseitig-nicht"Wesenthch bchiridern. 

Beim Einsatz von Rezeptorgemischen fur Rl und R2 ist es auch mbglich, die gleichen Rezeptoren sowohl fur Rl als 
auch fur R2 zu verwenden. Eine besiimmte Anzahl an Rl -Rezeptoren ware dann mit der Festphase bindefahig, die ver- 25 
bleibenden R 1 -Rezeptoren waren nicht mit der Festphase bindefahig und wiirden statt dessen die Markierung tragen. Das 
gleiche gilt dann fiir R2. Der Sandwich kann sich dann sowohl in der Orienuerung Festphase • Rl * p24 • R2 als auch in 
der Orienuerung Festphase ■ Rl (R2-Epitop) • p24 • R2(Rl-Epitop) ausbilden. 

Ein weilerer Bestandteil des Rezeptors R2 ist die Markierung. Bevorzugt wird als Markierung eine direkt nachweis- 
bare Substanz, beispielsweise eine chemilumineszierende, elektrocheimluinineszierende, fluoreszierende oder radioak- 30 
tive Substanz oder ein Metallsol-, Latex- oder Goldparukel eingesetzt. Weiterhin bevorzugt als Markierung sind Enzyme 
oder andere Molekule wie Haptene (z. B. Digoxigenin) oder Fluoreszenzfarbstoffe, beispielsweise Fluorescein. Eine be- 
sonders bevorzugte Markierung sind elektrochemilumineszierende Metallchelate wie sie in der WO 96/03651 beschrie- 
ben sind. Als Metallchelate werden bevorzugt Rutheniumkomplexe eingesetzt, die ebenfalls in der WO 96/03651 offen- 
bart sind. Die Verfahren zur Markierung sind dem Fachmann gelaufig und bediirfen hier keiner weiteren Erklarung. Der 35 
Nachweis der Markierung erfolgt in an sich bekannter Weise direkt durch Messung derchemilumineszierenden, fluores- 
zierenden oder radioaktiven Substanz oder des Metallsol-, Latex- oder Goldpartikels oder durch Messung des durch das 
Enzym umgesetzten Substrats. 

Der Nachweis der Markierung kann auch auf indirekte Weise erfolgen. Dabei bindet ein weiterer Rezeptor, der selbst 
wiederum mit einer signalerzeugenden Gruppc gekoppell ist, spezifisch an die Markierung von R2, beispielsweise ein 40 
Hapten wie Digoxigenin. Die Herstellung von haptenmarkierten und insbesondere digoxigenimnarkierten Rezeptoren 
wird in der WO 96/03423 beschrieben. 

Der Nachweis der signalerzeugenden Gruppe, beispielsweise eine elektrochemilumineszierende, fluoreszierende oder 
radioaktive Substanz oder ein Enzym oder Goldparukel, erfolgt nach dem Fachmann gelaufigen Methoden. Als weiterer 
Rezeptor kann beispielsweise ein Anukorper oder ein Antikbrperfragment eingesetzt werden, der spezifisch an die Mar- 45 
kierung von R2 bindet. Wird diescr indirekte Nachweis der Markierung verwendet, so ist die Markierung von R2 bevor- 
zugt Digoxigenin oder ein anderes Hapten, und der Nachweis erfolgt iiber einen Anukorper, der gegen Digoxigenin oder 
gegen das Hapten gerichtet ist und mit Peroxidase oder einer anderen Markierung wie oben beschrieben markiert ist. 

Bevorzugt werden als Bestandtcile der Rezeptoren Rl und R2 monoklonale Antikorper oder deren Fragmente einge- 
setzt. Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind dahcr auch monoklonale Antikorper, die das p24-Anugen yon HIV 1 50 
spezifisch mit ausreichend hoher AfTinitat zur Ausbildung eincs Sandwichs binden. Die monoklonalen Antikorper kbn- 
nen dadurch in alien dem Fachmann gelaufigen Tests zum Nachweis eines Proteins wie beispielsweise im Sandwich-Test 
verwendet werden. 

Die erfindungsgemaBen monoklonalen Anukorper kbnnen alien mbglichen Immunglobulinklassen (Ig) angehbren. 
Bevorzugt gehorcn die monoklonalen Antikorper der IgGl-Klasse an. Die Kopplung von weiteren Komponenten wie 55 
beispielsweise Markierungen wie Enzyme oder Haptene oder Bindepartner, die zur Bindung des Antikbrpers an eine 
Festphase bei heterogenen Immunoassays benbtigt werden, kann bevorzugt an IgGl-Antikbrper erfolgen. Auch die Her- 
stellung von Antikbrper-Fragmenten wie beispielsweise F(ab , ) 2 -, Fab'- oder Fab-Fragmenten ist bei der IgGl-Klasse un- 
problemausch. 

ErfindungsgemaB werden unter der Bezeichnung "monoklonaler Antikorper" sowohl der vollstandige Anukorper als 
auch alle bei Immuntests und sonstigen Verwendungen gangigen Fragmente davon, wie F(abV, Fab'- oder Fab-Frag- 
mente, vcrstanden. UmfaBt sind auch solche Antikorper, die durch Veranderung der monoklonalen Antikorper hergestellt 
wurden, solange die Antigcnbindecigenschaft nicht entscheidend beeinfluBt wurde. Beispielsweise kbnnen durch gen- 
technologische MaBnahmen Teilc der normalerweise in Mausen hergestellten monoklonalen Antikorper durch entspre- 
chende humane Antikbrpersequenzen ersetzl werden, urn unspezifische Bindungen im immunoassay zu minimieren. 65 
Verfahren zur Herstellung solcher chimarcr monoklonaler Anukorper sind dem Fachmann beispielsweise aus Antibody 
Engineering, J. Mc Cafferty, H.R. Hoogenboom und DJ. Chiswell, The Practical Approach Series, Series Editor B.D. 
Hames, Oxford University Press, 1996. bekannt. 
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Enlscheidend fiir die Eignung der Antikbrper sind die Epitope des p24, die von den Anlikbrpem erkannt werden, da 
diese fur die Erkennung aller Subtypcn enlscheidend sind. Fiir die p24-Epitopc wurde die Sinikturinformaiion aus Gitti 
el al (Science 1996, Vol 273, S. 231-235) zugrundegclegt. ErfindungsgemaB sind demnach auch anders erzeugte Anti- 
kbrper, die die gleichen Epitope wie die im folgenden beschriebenen Antikbrper Oder zu dicsen uberlappende Epitope er- 
kennen. Die Epitope lassen sich bei spiels weise durch die Pepscan-Methode charakterisieren. 1m Beispiel 4 der vorlie- 
genden Anmeldung ist die genaue Vorgehensweise bei der Epitop-Kartierung der erfindungsgemaflen Antikbrper be- 
schrieben. Bevorzugt wird der-Epitopbereich des p24 t an den die crfindungsgemaBen Antikbrper binden, ausgewahlt aus 
der Gruppe der folgenden Aminosauresequenzen. Diese Sequenzen sind auch im Sequenzprotokoll unter SEQ ID NO 1- 
36 angegeben. 
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Sequenz 

DKGNS SQVSQNYP I VQNLQGQMVKQ 

NYP I VQNLQGQMVHQAI S PRTLNAW 

QMVHQAISPRTLNAWVKVIEEKAFS 

TLNAWVKVTEEKAFSPEVTPMFSAL 

EKAFS PEVI PMFSALSEGATPQDLN 

MFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQ 

PQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKETI 

VGGHQAAMQMLKET I NEEAAEWDRV 

LKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAP 

EWDRVHPVHAGP IAPGQMREPRGSD 

GP I APGQMRE PRGSD I AGTTS TLQE 

FRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPP 

STLQEQ IGWMTNNPP I PVGE I YKRW 

TNNPP I PVGE I YKRWI ILGLNKI VR 

IYKRWIILGLNKIVRMYSPVSILDI 

NKIVRMYS PVS ILD IRQGPKE P FRD 

SILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLR 

EPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKN 

YKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQN 

QEVKNWMTETLLVQNANPDCKT I LK 

LLVQNANPDCKTI LKALGPAATLEE 

KT I LKALG PAATLEEMMTACQGVGG 

ATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLAE 

QGVGGPGKKARVLAEAMSQVTNSAT 

RVLAEAMSQVTNSATIMMQRGNFRN 

TNSATIMMQRGNFRNQKKTVKCFNC 

GNFRNQKKTVKCFNCGKEGHIAKNC 

KCFNCGKEGHIAKNCRAPRLKGCWK 

IAKNCRAPRLKGCWKCGKEGHQMKD 

KGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKI 

QAISPRTLNAWVKVI 

ISPRTLNAWVK 

INEEAAEWDRVHPVH 

EEAAEWDRVHP 

I RQGP KE P FRD YVDR 

QGPKE PFRDYV 



Peptid SEQ ID NO 
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Gegenstand der Erfindung sind monoklonalc Antikorper gegcn HIV1 p24- Antigen, die die p24-Epitope gemaB SEQ 
ID NO: 1-36 spezifisch binden. 

Weiterhin sind Gegenstand der Erfindung monoklonale Antikorper gegen HIV1 p24- Antigen, die die p24-Epitope ge- 
maB SEQ ID NO: 3, 9, 17, 31 oder 34 spezifisch binden. Diese Sequenzen sind in der obigen Aufstellung fctt hervorge- 
5 hoben. 

AuBerdem sind die Epitope des p24 gemaB SEQ ID NO: 3, 9, 17, 31 oder 34 Gegenstand der Erfindung. 

Die erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper konnen bci spiels weise aus den Zellinien MAK<p24>M-6A9/5, 
MAK<p24>M-4Bl/l, MAK<p24>M-6D9/4, MAK<p24>M-2E7/3 oder MAK<p24>M6A9/5 hergestellt werden. Die 
monoklonalen Antikorper MAK<p24>M-4Bl/l (Hinterlegungsnummer DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hin- 
10 tcrlegungsnummer DSM ACC2300) und MAK<p24>M-2E7/3 (Hinterlegungsnummer DSM ACC2301), wurden am 
26.02.1997 bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg lb, 
D-38124 Braunschweig) hinterlegt. Der monoklonale Anlikbrper MAK<p24>M6A9/5 wurde am 11.06.1997 bei der 
DSMZ unter der Hinterlegungsnummer DSM ACC2310 hinterlegt. 

Mit dem in Beispiel 4 beschriebenen Epitopkarlieningsverfahren wurde festgestellt, daB die Antikorper, die von der 
15 Zellinie MAK<p24>M-6A9/5 produziert werden, kein sequentielles Epitop erkennen, sondem an ein Konformationsepi- 
top des p24 binden. 

Mit dem gleichen Verfahren wurde festgestellt, daB die Antikorper, die von der Zellinie MAK<p24>M-2E7/3 (DSM 
ACC2301) produziert werden, an das Epitop binden, das einem Peptid gemaB SEQ ID NO: 9 entspricht (p24-Struktur- 
information gemaB Gitti et al 1996, Science 273, 231-235). Es konnte auBerdem gezeigt werden, daB das eigentliche 

20 Epitop noch kleiner ist. Zur spezifischen Bindung des MAK<p24>M-2E7/3 an p24 ist ein nur 11 Aminosauren umfas- 
sendes Epitop gemaB SEQ ID NO: 34 ausreichend. 

Mit dem gleichen Verfahren wurde festgestellt, daB die Antikorper, die von der Zellinie MAK<p24>M-6D9/4 (DSM 
ACC2300) produziert werden, an das Epitop binden, das einem Peptid gemaB SEQ ID NO: 3 entspricht. AuBerdem 
konnte.gezeigt_werden, daS -das-fjr-die-speafischc-Bindung erf^ 

25 dung des MAK<p24>M-6D94 an p24 ist ein 15 Aminosauren umfassendes Epitop gemaB SEQ ID NO: 31 ausreichend. 
Mit dem gleichen Verfahren wurde festgestellt, daB die Antikorper, die von der Zellinie MAK<p24>M-4Bl/l (DSM 
ACC2299) produziert werden, an das Epitop binden, das einem Peptid gemaB SEQ ID NO: 17 entspricht. 

Die von den Zellinien MAK<p24>M-4Bl/l und MAK<p24>M-6D9/4 produzierten Antikorper binden nicht nur die 
zuvor charakterisierten p24-Epitope von HIV 1 , sondem auch von HIV 1 -SubO. Fur die gleichzeitige Erkennung des p24- 

30 Antigens von HIV 1 und HIV 1 -SubtypO sind daher besonders die von diesen Zellinien produzierten Antikorper geeignet. 
In Beispiel 5 ist die Austestung der erfindungsgemaBen Antikorper in Bezug auf die p24-Subtypenerkennung dargestellt. 
Von den beiden Antikorpem wird M AK<p24>M-4B 1/1 bevorzugt auf der Festphasen-Seite, d. h. als Rezeptor Rl einge- 
setzt, und MAK<p24>M-6D9/4 wird bevorzugt als Kezeptor R2 verwendet. 
Besonders bevorzugt werden fur eine effektive gleichzeitige Erkennung von HIV1 und HTVl-SubO die Antikorper 

35 MAK<p24> 4B i/1 und MAK<p24>6A9 als Rl und MAK<p24>2E7/3 und MAK <p24>6D9/4 als R2 cingesetzt, da so 
die umfassendste Erkennung verschiedener HTV1 und HIVl-Subtyp O Virusisolate erreicht wird (siehe Beispiel 5). 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Antikorper, bevorzugt monoklonale Antikorper, die in aquivalenter Weise an 
p24 binden, wie die monoklonalen Antikorper MAK<p24>M-6A9/5 (DSM ACC2310), MAK<p24>M-4Bl/l (DSM 
ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (DSM ACC2300) oder MAK<p24>M-2E7/3 (DSM ACC2301). Unter "in aquivalen- 

40 ter Weise binden" wird verstanden, daB diese Antikorper mit gleich hoher oder vergleichbar hoher Affinitat an p24 wie 
die hinterlegten monoklonalen Antikorper binden. Dies kann beispielsweise durch entsprechende Versuche am BIAco- 
re® oder auch mit dem 2-Schritt-Sandwich-ELISA gemaB Beispiel 4 festgestellt werden. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Antikorper, bevorzugt monoklonale Antikorper, die an die gleichen Epitope 
an p24 binden, wie die hinterlegten Antikorpcr MAK<p24>M-6A9/5 (DSM ACC23 10), MAK<p24>M-4Bl/l (DSM 

45 ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (DSM ACC2300) oder MAK<p24>M-2E7/3 (DSM ACC2301). Dies kann durch Be- 
stimmung der Kreuzreaktivitat der Antikorper, beispielsweise durch Kompetitionsexperimente im ELISA oder mit dem 
B I Acore®- System festgestellt werden. Bevorzugt besitzen diese Antikorper ebenfalls eine hohe Affinitat zu p24. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung mindestens von einem der in den oberen Abschnitten be- 
schriebenen AntikSrpern in einem diagnostischen Test zum Nachweis einer HTV-Infektion. Ebenfalls Gegenstand der Er- 

50 findung ist die Verwendung der beschriebenen Antikorper in dem weiter oben erlauterten erfindungsgemaBen Kombitest 
zum Nachweis einer HIV-Infektion. 

Die erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper konnen in an sich bekannter Weise durch Immunisierung mit iso- 
liertem p24 (aus humanem Gewebe isohert oder rekombinant) in geeigneten Versuchstieren wie beispielsweise Mause, 
Ratten, Kaninchen und anschlieBender Fusion der Milzzellen der immunisierten Tiere mit Myelomzellen hergestellt wer- 

55 den. Neben Milzzellen als Lymphocyten-Quelle konnen auch periphere Blut-Lymphocyten (PBL) oder Lymphknoten- 
Zellen von immunisierten Tieren (bevorzugt: Maus oder Ratte) verwendet werden. Anstelle von isoliertem p24 konnen 
zur Immunisierung auch synthctische. von p24 abgeleitete Peptide, die alleine oder an Trager gekoppelt verwendet wer- 
den, zur Erzeugung der gewiinschten Antikorper verwendet werden. 

Alternativ konnen auch Lymphocyten von humanen Spendern, die Antikorper gegen p24 entwickelt haben, immorta- 

60 lisiert werden. Solche Anti-p24- Antikorper produzierenden Lymphocyten konnen entweder durch Fusion mit einer hu- 
manen Myelom-Zellinie oder durch Epstein-Barr- Virus (EBV)-Transformation zu Antikbrper-produzierenden Hybri- 
dom-Zellen immortalisiert werden (Monoclonal Antibody and Immunosensor Technology, A.M. Campbell, Elsevier 
Verlag 1991; Monoklonale Antikorper, J.H. Peters, H. Baumgarten, Springer Verlag 1990; Monoclonal Antibody Pro- 
duction Techniques and Applications, ed. Lawrence B. Schook, Marcel Dekker Verlag 1987). 

65 Wesentlicher Bestandteil von Rezeptor R3 ist ein Antigen, das mit den zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem 
HIV1- bzw. HTVl-SubO- und/oder HIV2-env-Bereich gerichteten Antikorpem spezifisch bindefahig ist. Das Antigen ist 
bevorzugt bindefahig mit Antikorpem, die gegen gp41 oder gpl20 (HIV1) bzw. gp36 oder gpllO (HIV2).gerichtet sind, 
besonders bevorzugt bindefahig mit Antikorpem, die gegen gp41 bzw. gp36 gerichtet sind. Unter dem Begriff "Antigen" 
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ist ein Molekiil zu verstehen, das zu cincr spczifischen Bindung mit eincm gegen ein HIV-cnv-Gcnprodukt gerichteten 
Antikorpcr fahig ist. Das Antigen kann dabci dem natiirlichem Antigen entsprcchen. Es kann also aus dem Virus isoliert 
oder rekombinant hergestellt worden sein. Es konnen auch synthetische oder rekombinant hergestellte Peptide eingesetzt 
werden, die in der Lage sind, die zu bestimmenden Antikorpcr spezifisch zu binden. Das Antigen kann auch durch andere 
Liganden wie beispielsweisc Lipide oder Zucker dcrivalisieri worden sein. Auch Aminosaureaustausche (D- und L-Ami- 5 
nosauren oder verwandte Molekiile) oder Deletionen oder Insertionen von Aminosauren sind moglich. Weitere, fur die 
Testfiihrung vorteilhafte Modifikationen des Antigens wie z. B. durch die in der WO 96/03652 beschriebene Hcrstellung 
von Polyhaptencn, konnen vom Fachmann leichl hcrausgefunden werden. Einzige \toraussctzung ist, daB die zu bestim- 
menden Antikorper trotz der Modifikationen immer noch spezifisch an das modifizierte Antigen binden konnen. Das 
heiBt, die Bindungsstelle fur den oder die Antikorper muB auf dem Antigen, das Bestandteil von R3 ist, erhalten bleiben. 10 

R3 kann cntweder direkt an die Festphase gebunden sein, oder die Bindung an die Feslphase erfolgt indirekt iiber ein 
spezifisches Bindungssystem. Die dircktc und die indirekte Bindung von R3 an die Festphase erfolgt analog zu der fur 
den RezeptorRl beschriebenen Weise. 

Der Rezeptor R4 besteht aus eincm Antigen, das mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem HIV1- bzw. 
HTVl-SubO- und/oder HIV2-env-Bereich gerichteten Antikorper spezifisch bindefahig ist und einer Markierung. Das 15 
Antigen ist bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen gp41 oder gpl20 bzw. gp36 oder gpllO gerichtet ist, 
besonders bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen gp41 bzw. gp36 gerichtet ist. Die Bedingungen fur das 
Antigen sowie die Definition des Begriffes sind identisch mit den fiir den Rezeptor R3 genannten Bedingungen. Bevor- 
zugt werden als "Anugen-Komponenten" der Rezeptoren R3 und R4 die gleichen Amigene eingesetzt. Es ist aber auch 
moglich, verschiedene Antigene einzusetzen. Es muB jedoch sichergestellt sein, daB beide Anugen-Komponenten aus R3 20 
und R4 mit dem gleichen zu bestimmenden Antikorper bindefahig sind. \foraussetzung ist immer, daB der zu bestim- 
mende Antiktirper die beiden Rezeptoren R3 und R4 verbriickt. 

Ein weiterer_Bestandteil-von.Rezeptor-R4 i st- die Markierung. Die Voraussetzungen fuf die Markierung in R4 sind die 
gleichen wie die fur die Markierung von Rezeptor R2 beschriebenen. Bevorzugt werden fiir R2 und R4 die gleichen Mar- 
kierungen verwendet. 25 

Der Rezeptor R5 besteht im wesentlichen aus einem Antigen, das mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus 
dem pol- oder -gag-Bereich von HIV1 , HIV 1 -SubO und/oder HIV2 gerichteten Antikorper spezifisch bindefahig ist, wo- 
bei dies nicht Epitope oder Sequenzen von p24 oder p26 sein diirfen, die mit den Rezeptoren Rl oder R2 reagieren k6n- 
nen. Das Antigen ist bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen Genprodukte des pol-Bereiches gerichtet ist, 
besonders bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen die Reverse Transkriptase (RT) gerichtet ist Besonders 30 
geeignet ist hierbei die natiirlicherweise vorkommende RT, die als Heterodimer (bestehend aus den beiden Untereinhei- 
ten von 5 1 und 66 kDa) vorkommt und eine moglichst native Struktur besitzt. Die Untereinheiten konnen aber auch ein- 
zeln verwendet werden. Besonders bevorzugt wird eine rekombinant hergestellte aufgereinigte RT verwendet, die von ei- 
nem Expressionsklon wie er beispielsweise bei Miiller et al. in J. Biol. Chem. 264/24: 13975-13978 (1989) beschrieben 
ist, exprimiert wird. Aufgrund des hohen Homologiegrades auf Aminosaureebene zwischen HTV1- und HIV2-KT von 35 
etwa 60% bzw. abschnittweise sogar 100%-iger Ubereinstimmung der beiden Proteine reicht die HIV1-RT im allgemei- 
nen aus, um auch von HIV2-Antik6rpern erkannt zu werden. Gegebenenfalls kann jedoch auch HIV2-PT allein oder zu- 
satzlich eingesetzt werden. Statt der RT kann auch cin Antigen verwendet werden, das mit einem Antikorper bindefahig 
ist, der gegen Genprodukte des gag-Bcrciches mit Ausnahme der Epitope von p24 oder p26, die mit den Rezeptoren Rl 
oder R2 reagieren, gerichtet ist. Bevorzugt ist das Antigen bindefahig mit einem Antikorper, der gegen gag-pl7 gerichtet 40 
ist. Zur Definition des Begriffes "Antigen" gilt das gleiche wie fur die Rezeptoren R3 und R4 beschriebene mit Aus- 
nahme der Spezifitat: Das Antigen bcim Rezeptor R5 ist naturlich ein Molekiil, das zu einer spezifischen Bindung mil ei- 
nem gegen cin HIV-gag- oder pol-Genprodukt gerichteten Antikorper fahig ist. 

R5 kann entweder direkt an die Festphase gebunden sein, oder die Bindung an die Festphase erfolgt indirekt iiber ein 
spezifisches Bindungssystem. Die direktc und die indirekte Bindung von R5 an die Festphase erfolgt analog zu der fiir 45 
die Rezeptoren Rl und R3 beschriebenen Weise. 

Der Rezeptor R6 besteht im wesentlichen aus einem Antigen, das mit dem zu bestimmenden. gegen ein Antigen aus 
dem pol- oder -gag-Bereich von HIV 1 , HIV 1 -SubO und/oder HIV2 gerichteten Antikfcrper spezifisch bindefahig ist. Das 
Antigen ist bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen Genprodukte des pol-Bereiches gerichtet ist, beson- 
ders bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen die Reverse Transkriptase gerichtet ist. Die im Abschnitt zu 50 
Rezeptor R5 gemachtcn Ausfuhrungcn bczuglich der bevorzugten Antigen-Eigenschaften gelten auch fur R6. Zur Defi- 
nition des Begriffes "Antigen" gilt das gleiche wie fiir den Rezeptor R5. Bevorzugt werden als "Antigen-Komponenten" 
der Rezeptoren R5 und R6 die gleichen Antigene eingesetzt. Es ist aber auch moglich, verschiedene Antigene einzuset- 
zen. Es muB jedoch sichergestellt sein, daB beide Antigen-Komponenten aus R5 und R6 mit dem gleichen zu bestimmen- 
den Antikorper bindefahig sind. Voraussetzung ist immer, daB der zu bestimmende Antikorper die beiden Rezeptoren R5 55 
und R6 verbriickt. 

Ein weiterer Bestandteil von Rezeptor R6 ist die Markierung. Die Voraussetzungen fiir die Markierung in R6 sind die 
gleichen wie die fur die Markierung der Rezeptoren R2 und R4 beschriebenen. Bevorzugt werden fur R2, R4 und R6 die 
. gleichen Markierungen verwendet. 

Fur alle Antigene, die als Rezeptoren R3, R4, R5 oder R6 verwendet werden, gilt, daB sie einzeln oder bevorzugt auch 60 
vemetzt als Oligomere oder als Polyhaptcne (mit den Antigenen beladene Tragermolekiile oder Tragerpartikel) gemaB 
der WO 96/03652 eingesetzt werden konnen. Dadurch wird die IgM-Erkennung verbessert. 

Als Proben, die im Nachweisverfahren eingesetzt werden, konnen alle dem Fachmann bekannten biologischen Fliis- 
sigkeiten verwendet werden. Bevorzugt werden als Probe Korperfliissigkeiten wie \bllblut, Blutserum, Blutplasma, 
Urin, Speichel etc. eingesetzt. 65 

In den Testansatzen konnen neben der Probe, der Festphase und den aufgefubrten Rezeptoren weitere, je nach An wen- 
dung benotigte Zusatze wie Puffer, Salze, Detergcnzien, Proteinzusatze wie beispielsweisc RSA und Proteinspaltpro- 
dukte wie beispielsweise Pepton vorhanden sein. Die notwendigen Zusatze sind dem Fachmann bekannt oder konnen 
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von ihm auf einfache Weisc herausgcfunden werden. 

Ein weiierer Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenzienkit zum Nachwcis cincr HIV-Infektion, enthaltend minde- 
stens einen Rezeptor Rl, der mil dem p24-Aniigen von HIV1, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von HIV2 spezi- 
fisch bindefahig ist und an cine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, mindestens einen Rezeptor R2, der 

5 mil dem p24- Antigen von HIV1, HIVl-SubO und/oder dem p26- Antigen von HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine 
Markierung tragi, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden sind, mindestens einen Rezeptor R3, der mit 
dem zu bestimmenden, gegen-ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-Anti- 
korper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase -gebunden ist oder gebunden werden kann, mindestens einen "Re- 
zeptor R4. der mit dem zu bestimmenden, gcgen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten HF/1-, HIVl-SubO und/ 

10 oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindefahig isl und eine Markierung tragt, mindestens einen Rezeptor R5, der mit dem 
zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HTV2- 
Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, mindestens einen 
Rezeptor R6, der mit dem zu bestimmenden, gcgen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich gerichteten HIV1-, 
HIVl-SubO oder HTV2-Antik6rper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, sowie gegebenenfalls weitere 

15 ubtiche Hilfsstoffe. 

Weiterhin ist ein Gegenstand der Erfindung ein zuvor beschriebenes Reagenzienkit, das dadurch gekennzeichnet ist, 
daB als Rezeptoren Rl und R2 Anukorper, die von den Zellinien MAK<p24>M-6A9/5, MAK<p24>M-4B 1/1, 
MAK<p24>M-6D9/4, und/oder MAK<p24>M-2E7/3 produziert werden, eingesetzt werden. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenzienkit zum Nachweis von Antikbrpem gegen HIV, in dem die 
20 Rezeptoren R3, R4, R5 und R6, sowie gegebenenfalls weitere ubliche Hilfsstoffe enthalten sind. Die Rezeptoren Rl und 
R2 sind nicht enthalten. 

Auch ein Gegenstand der Erfindung isl ein Testslreifen zum Nachweis einer HIV-Infekiion, auf dem mindestens ein 
Rezeptor Rl, der mit dem p24-Antigen von HIV1, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von HIV2 spezifisch binde- 
fahi g ist und an eine EestPhase.gebundCT jst.oder_g^ 

25 p24-Antigen von HIV1, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine Markie- 
rung tragi, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden sind, mindestens ein Rezeptor R3, der mit dem zu 
bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-Anuk6rper spe- 
zifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, mindestens ein Rezeptor R4, der 
mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-An- 

30 tikorper spezifisch bindefahig isl und eine Markierung tragt, mindestens ein Rezeptor R5 , der mit dem zu bestimmenden, 
gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-Antikorper spezifisch 
bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, mindestens ein Rezeptor R6, der mit dem 
zu bestimmenden, gegen ein Anugcn aus dem pol- oder gag-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO oder HIV2-Anti- 
korper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, sowie gegebenenfalls weitere ubliche Hilfsstoffe aufgebracht 

35 sind. 

Ein weiierer Gegenstand der Erfindung ist ein Teststreifen zum Nachweis von Antikorpern gegen HIV, in dem die Re- 
zeptoren R3, R4, R5 und R6, sowie gegebenenfalls weitere ubliche HilfsstofiFe enthalten sind. Die Rezeptoren Rl und R2 
sind nicht enthalten. 

In den Fig. 1 bis 5 ist folgendes dargestellt: 
40 Fig. 1 Plateaubestimmung des monoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-6A9/5: Die Bestimmung der optimalen 
MAK-Bnsatzkonzentration fur die Epitopkartierung wird gemafl dem in Beispiel 4.2 beschriebenen Verfahren durchge- 
fuhrt. 

Fig. 2 Plateaubestimmung des monoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-4Bl/l 
Fig. 3 Plateaubestimmung des monoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-6D9/4 
45 Fig. 4 Plateaubestimmung des monoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-2E7/3 

Fig. 5 p24-Epitopkartierung; Reaktion der <p24>-MAKs mit verschiedenen Peptidmischungen gemaB Beispiel 4.2.3. 
Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter. 



50 



Beispiele 
Beispiel 1 



Durchfuhrung des Kombitesls 

55 Die Versuchsdinchfuhrung erfolgt analog zu der in der Packungsbeilage des Enzymun-Test® Anti-HIV 1 +2+SubtypO 
(Best.Nr. 1557319, Boehringer Mannheim GmbH, Dcutschland) beschriebenen Vorgehensweise. Bis auf d Rezeptoren 
Rl bis R6 werden die Reagenzien und Puffer des Enzymun-Test® Anti-HIV 1+2+SubtypO der Boehringer Mannheim 
GmbH eingesetzt. Der Test wird bei 25°C auf dem Gerat ES700 (Hersteller: Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland) 
in einem Probenvolumen von 100 ul in streptavidinbeschichteten Testrohrchen nach dem Prinzip des 2-Schritt-Sand- 

60 wich-ELJSA durchgefuhrt. Im einzelnen werden folgende Reagenzien verwendet: 

- Inkubationspuffen Tris 25 mM pH 7,5; Rinderserumbestandteile 

- Konjugatpuffer Tris 25 mM pH 7,5; Rinderserumbestandteile 

- Konjugat: Peroxidase(POD)-markierte Anti-Digoxigenin-Antikorper vom Schaf 

65 - Substrau ABTS®-SubstraU6sung (2,2 , -Axino-di[3-ethylbenzthiazoUn-sulfonat] 1,9 mmol/1 in 100 mmol/1 Phos- 

phat/Citrat-Puffer, pH 4,4, Nauiumperborat 3,2 mmoi/1 

Als Rezeptoren Rl bis R6 werden eingesetzt (Bi ist Abkiirzung fur Biotin, Dig ist Abkurzung fiir Digoxigenin): 
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- Rl: MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi, MAK<p24>M-4B 1/1-IgG-Bi 

- R2: MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig, MAK<p24>M-2E7/3-IgG-Dig 

- R3: gp36-, gp41-Peptidc-Bi und Polyhaptcnc-Bi enlsprechend den im Enzymun®-Test Anti-HIV 1+2+SubO, 
Best.Nr. 15573 19. Boehringer Mannheim Deulschland verwendeten Peptiden 

- R4: gp36-, gp41-Pepude-Dig und Polyhaptene-Dig enlsprechend den im Enzymun®-Tesl Anti-HIVl+2+SubO, 
Best.Nr. 1557319, Boehringer Mannheim Deutschland verwendeten Peptiden 

- R5: RT-Bi hergestelll aus RT, Best.Nr. 1465333, Boehringer Mannheim Deutschland 

- R6: RT-Dig hcrgestellt aus RT, Best.Nr. 1465333, Boehringer Mannheim Deutschland. 

Die hierzu notwendigen Derivaiisierungen mit aktiviertcn Biotin- und Digoxigenin-Derivaten wurdcn nach dem Fach- 
maim aus Lehrbuchern bekannten Verfahren durchgefuhrt. Fiir die Derivatisierung der RT oder der Antikorper eignen 
sich bevorzugt D-Bioun-E-aminohexanoyl-N-hyo^xy-succimmid und Digoxigenin-3 -carboxymethylether-eaminohe- 
xanoyl-N-hydroxy-succinimid. 

Die Rezeptoren Rl bis R6 (Antikorper, Polyhaptene und RT jeweils 50-300 ng/ml, Peptide 5-50 ng/ml) werden zu- 
sammen mit dem Inkubationspuffer in die streptavidinbeschichteten Rbhrchen gegeben und 120 min inkubiert. Nach 
mehreren Waschvorgangen und einer 60-minUtigen Inkubation mit dem Konjugat wird die Substratlbsung zugegeben 
und die Extinktionswerte der entstandenen Farblbsungen nach 60 min bei 422 nm photometrisch bestimmt. 

Beispiel 2 

Vergleich verschiedener Kombitests 

.Urn die Erfindung nut dem Stand der Technik zu -vergleichen, wurden kcrnrnerzielle -HI-V-SerGconversiGnspanei-der 
Firma Boston Biomedica Inc., Bridgewater, USA (BBI) vermessen und mil den von BBI gelieferten Daten verglichen 
(Tabelle 1). 

BBI Panel N: Best.Nr. PKB914 
BBI Panel W: Best.Nr. PKB923 
BBI Panel AG: Best.Nr. PKB932 

HIV-Ag Test: Abbott Monoclonal HIV Ag, Prod.Nr. 2A81 (Daten von BBI) 
Anti-HIV Test 1: Abboff HIV 1/2, Prod.Nr. 3A77 (Daten von BBI) 
Anti-HIV Test 2: Gen. Sys. HIV 1/2, Prod.Nr. 0230 (Daten von BBI) 
Kombitest 1: Anti-p24- Antikorper, gp41 und gp36 (Beschreibung siehe unten) 
Kombitest 2: Anti-p24-Antikorper und RT (Beschreibung siehe unten) 
Kombitest 3: Anti-p24-Antikorper, gp41, gp36 und RT (Beschreibung siehe unten). 

Die drei Kombiteste wurden unter identischen Bedingungen mit den gleichen Reagenzien mit Ausnahme der unter- 
schiedlichcn Antigene durchgefuhrt. Die Testdurchfuhrung erfolgte analog zu Beispiel 1. Als Basis dientcn (wie in Bei- 
spiel 1) die Reagenzien und die 25°C Applikation des kauflichen Produktes Enzymun-Test® Anti-HIV 1+2+SubtypO 
(Best.Nr. 1557319, Boehringer Mannheim, Deutschland). Fiir die Kombitests 1 bis 3 wurden folgende Antikorper bzw. 
Antigene verwendet: 

- Kombitest 1 : 

MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi, MAK<p24>M-4B 1/1-IgG-Bi und biotinylierte synthetische Peptide und Polyhap- 
tene (gp41 und gp36) aus dem Enzymun-Test® Anti-HIV 1+2+SubtypO, MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig, 
MAK<p24>M-2E7/3-IgG-Dig und digoxigenylierte synthetische Pepude und Polyhaptene (gp41 und gp36) aus 
dem Enzymun-Test® Anu-HIV 1+2+SubtypO 

- Kombitest 2: 

MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi, MAK<p24>M-4B 1/1-IgG-Bi und biotinylierte rekombinante HIV-Reverse Tran- 
skriptase 

MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig, MAK<p24>M-2E7/3-IgG-Dig und digoxigenylierte rekombinante HIV-Reverse 
Transkriptase 

- Kombitest 3 (erfindungsgemaB): 

Rl : MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi, MAK<p24>M-4B 1/1 -IgG-Bi, 

R3: biotinylierte syntheusche Pepude und Polyhaptene (gp41 und gp36) aus dem Enzymun-Test® Anti-HIV 
1+2+SubtypO 

R5: biotinylierte rekombinante HIV-Reverse Transkriptase 

R2: MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig, MAK<p24>M-2E7/3-IgG-Dig, 

R4: digoxigeninyherte synthetische Pepude und Polyhaptene (gp41 und gp36) aus dem Enzymun-Test® Anti-HIV 
1+2+SubtypO 

R6: digoxigenylierte rekombinante HIV-Reverse Transkriptase. 

Fur alle Tests ist das Verhaltnis von Signal zu Cut-off- Wert angegeben (Cut-off Index, coi). Die Daten sind folgender- 
mafien zu interpretieren: Werte kleiner 0,9 sind negativ, Werte zwischen 0,9 und 1,0 sind im Graubereich und Werte grb- 
Ser glcich 1 ,0 sind posiiiv. In der Spalte "Tag" ist die Anzahi der Tage eingetragen, die seit der ersten aufgefuhrten Biut- 
abnahme vergangen sind. Die eingesetzten Panel enthalten unterschiedliche Analyten (Antigene und Antikorper), die in 
der Serokonversionsphase nach den unter "Tag" angegebenen Zeiten auftreten. 
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Tabelle 1 

Vergleich vcrschicdener HIV-Nachwcistests 



Panel 


Tag 


HIV-Ag 


Anti-HIV 


Anti-HIV 


Kombitest 


tombitest 


Kombit st 






Test 


Test 1 


Test 2 


1 


2 


3 


BBI Panel N 


0 


0,4 


8,4 


0,8 


8,9 


0,4 


113 




4 


0,5 


7,8 


14 


5,7 


0,1 


7,4 




7 


0,5 


8,0 


1,4 


3,5 


0,1 


4,5 




25 


0,4 


12,8 


2,8 


1,4 


0,8 


33 




31 


0,4 


11,4 


3,0 


M 


23 


43 


BBI Panel W 


o 


04 


0,1 


0,2 


0,3 


0,2 


0,3 




7 


0 4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




12 


0 5 


0 1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




14 


0,4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




28 


0,4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




30 


0 4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




35 


0 4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




37 


1.0 


0 1 


0,2 


0,4 


0,2 


0,4 




47 


23,3 


1.4 


0,2 


8,4 


10,9 


143 




84 


0 4 


7,8 


53 


1,2 


243 


16,6 




86 


0 4 


7,6 


53 


1,2 


243 


16,1 




145 


0 4 


17,2 


4,0 


6,5 


243 


24,8 




161 


0,5 


17,2 


3,1 


6,4 


243 


24,8 


BBI Panel AG 


o 


0 4 


0,1 


0,1 


0,3 


0,2 


0,3 




3 


0,4 


0,1 


0,1 


0,3 


0,5 


0,3 




13 


0,4 


0,2 


0,2 


0,3 


0,2 


0,3 




27 


4,6 


1,1 


0,2 


1,1 


1,0 


U 




34 


6,1 


12,5 


2,6 


10,0 


9,2 


21,9 




50 


1,9 


1,7 


3,4 


4,7 


24,2 


14,4 




78 


3,2 


0,6 


13 


23 


243 


12,7 




163 


1,8 


2,1 


0,9 


0,8 


173 


7,6 




194 


1,0 


8,6 


0,8 


0,8 


13,1 


6,4 



Es zeigt sich, daB der erfindungsgemaBc Kombitest (Kombitest 3) im Unterschied zu den Vergleichstests alle Phasen 
der Infektion liickenlos detektiert. 

Beispiel 3 

Erkennung von HIVl-Vinisisolaten verschiedener Subtypen 
Durch die Verwendung der vier erfindungsgemaSen Antik6rper ist eine breite HIVl-Subtyperkennung gewahrleisteu 
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Die Testfiihrung, Rcagenzzusammensctzung und Auswertung ist idcniisch zu dem crfindungsgemaBcn Kombitcst 3 aus 
Beispicl 2. Als Probcn wurdcn allc unicn aufgcfiihnen HIVl-Vimsisolatc (Gruppc M und SubtypO) 1 : 100 in Human- 
serum verdiinnt, da die unverdunnien Isolate alle das gleich groBe Maximalsignal ergaben und somit keine Unterschiede 
zu sehen waren. 

5 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 
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Tabellc 2 





HIV 1 -Vims 


Subtyp 


cut-off Index 


5 


MP?n 


oUDiyp a 






IV IT J J 


CiiUh rr\ A 

ouocyp A 


77 7 
. . ZZ,Z 


10 


MP95 


ouuiyp r\ 


1 0 7 




MP97 


Cnhfvn A 

ouotyp /\ 


Q 1 




MP1 57 


ouucyp f\ 


JO,U 


15 


MPR 


ouotyp t> 


7^ Z 




IVlL I J 


ouoiyp D 


1 R 7 

10,/ 




MP22 


ouuiyp o 


77 5 


20 


MP51 




20,9 




MP77 




30,5 




MPT 7 


oUDiyp 


0 1 


25 




OUDiyp 


77 7 
ZZ,Z 




MPdl 


oUDiyp 


0 1 


30 


ivir / o 


oUDiyp 


1 R 7 
lo,Z 


X/fPl AR 


Subtyp C 


1 £ A 






Subtyp D 


lo,9 


35 


VT7T5 
V i /ZZ 


ouotyp 1J 


i n < 




VTR74 


oUDiyp u 


16 




VT070 
v iy / y 


ouoiyp U 


7"? 7 
ZJ,Z 


40 


V 1 1W7 1 


ouoiyp u 


14 0 






oUDtyp n 


Zj,4 




KAPOSI 
Mr Jo 


oUDiyp n 


1 0 A 

iy,4 


45 


MPAR 


QtiKtvn P 

oUDiyp c 


71 n 

Z1,U 




MP 17 1 


oUDiyp c 


77 6 




MP176 


ouotyp lit 


7 S 


50 


V XOJV/ 


Cii V%t^m P 

ouotyp r 


1 1 n 

1 1 ,u 




V 17D 1 


ouuiyp r 


77 1 


55 


VII 126 


CiiKfvn P 


1 1 4 


VI1267 


Subtvn F 






VI310 


Subtvn F 


21 4 


60 


MP84 


Subtyp F 


12,2 


VII 197 


Subtyp G 


29,9 




VI991 


Subtyp H 


8,1 


65 


VI997 


Subtyp H 


10,0 




MP331 


Subtyp 0 


4,2 
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Es zeigt sich, daB dcr erfindungsgemafie Kombitcst die Antigene und Antikorper aller HIVl-Subtypen sicher detek- 
liert. 

Bei spiel 4 

- Epitopkartierung der monokionalen Antikorper gegen p24 
4. 1 . Peptidsynlhese 

Die entsprechenden Teilsequenzen dcr Aminosauresequenz des HIV-p24-Virusproteins werden mittels Fluorenylme- 
thyloxycarbonyl-(Fmoc)-Festphasenpeptidsynihese an einem Batch-Pcptidsynthesizer, z. B. von Applied Biosystems 
A431 oder A433, hergestellt. Dazu werden jeweils 4.0 Aquivalente von folgenden Fmoc-Aminosaurederivalen verwen- 
del: 

Tabelle 3 



A 


Fmoc-Ala-OH 


C 


Fmoc-Cys(Trt)-OH 


D 


Fmoc-Asp(tBu)-OH 


E 


Fmoc-Glu(tBu)-OH 


F 


Fmoc-Phe-OH 


G 


Fmoc-Gly-OH 


H 


Fmoc-His(Trt)-OH 


I 


Fmoc-Ile-OH 


K 


Fmoc-Lys(Phenylacetyl)-OH 


L 


Fmoc-Leu-OH 


M 


Fmoc-Met-OH 


N 


Fmoc-Asn(Trt)-OH 


P 


Fmoc-Pro-OH 


Q 


Fmoc-Gln(Trt)-OH 


R 


Fmoc-Arg(Pmc)-OH 


S 


Fmoc-Ser(tBu)-OH 


T 


Fmoc-Thr(tBu)-OH 


U 


Fmoc-BAlanin 


V 


Fmoc-Val-OH 


w 


Fmoc-Trp-OH 


X 


Boc-Lys(Fmoc)-OH 


Y 


Fmoc-Tyr(tBu)-OH 


z 


Fmoc-Aminocaprdnsaure 



Die Aminosauren oder Aminosaurederivate werden in N-Methylpyrolidon gelost. Das Peptid wird an 400-500 mg 4- 
(2\4 , -Dimethoxyphenyl-Fmoc-Aminomethyl)-Phenoxy-Harz (Tetrahedron Letters 28 (1987), 2107) mil einer Beladung 
von 0.4-O.7 mmol/g aufgebaut (J ACS 95 (1973), 1328). Die Kupplungsreaktionen werden bezuglich Fmoc-Aminosau- 
rederivat mil 4 Aquivalenten Dicyclohcxylcarbodiimid und 4 Aquivaltenen N-Hydroxybenzotriazol in Dimethylforma- 
mid als Rcaktionsmedium wahrend 20 min durchgefuhrt. Nach jedem Syntheseschritt wird die Frnoc-Gruppe mit 
20%igem Piperidin in Dimethylformamid in 20 min abgespalten. Enthalten die Peptide eine intramolekulare Disulfid- 
briicke, so wird die Fmoc-geschutzte, Pepudsequenz vor der Kupplung des artifiziellen Spacers mit Jod in Hexafluonso- 
propanol/Dichlormethan (Rober et aL, The Peptide Academic Press, New York, 1981, pp 145-47) an der Festphase oxi- 
diert und anschlieBend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten, und der Spacer sowie das N-terminale Biotin 
gekuppelt. 
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Die Freisctzung des Peptides vom Synthcseharz und die Abspaltung der saurclabilcn Schutzgruppen - mil Ausnahme 
der Phenylacetylschutzgmppe am Lysin - crfolgt mil 20 ml Trifluorcssigsaure, 0.5 ml Ethandithiol 1 ml Th ~ol 
1.5 g Phenol und 1 ml Wasser in 40 min bei Raumtemperatur. Die Reaktionslosung wird anschbeBend nut 3UUml 
gckuhltem Diisopropylether versctzt und zur vollstandigen Fallung des Peptides 40 min bei 0°C gehalten Der Nieder- 
schlag wird abfiltriert, mil Diisopropylether nachgewaschen, mil wenig 50%iger Essigsaure gelost und lyopn^siert Das 
erhaltene Rohmaterial wird mittcls praparativer HPLC an Delta-PAK RP CIS-Material (Saule 50x300 mm 00 A, 15 u) 
Uber einen entsprechenden Gradienten (Elucnt A: Wasser, 0.1% Trifluoressigsaure, Eluent B: Acetonitnl, 0.1% Tnfluor- 
essigsaure) in ca 120 min aufgereinigt. Die Idcntitat des eluienen Materials wird mittels Ionenspray-Massenspektrome- 



trie gepriift. 
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Tabelle 4 
Pcplid-Sequenzen der p24-Epitope 



Peptid 


Sequenz 


SEQ ID NO 


1 


DKGNSSQVSQNYPIVQNLQGQMVHQ . 


1 


2 


NYP I VQNLQGQMVHQ AI S PRTLNAW 


2 


3 


QMVHQAISPRTLNAWVKVIEEKAFS 


3 


4 


TLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSAIj 


4 


5 


EKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLiN 


5 


6 


MFS ALS EGAT PQDLNTMLNTVGGHQ 


6 


7 


PQDIiNTMLNTVGGHQAAMQMLKET I 


7 


8 


VGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRV 


8 


9 


LKET INEEAAEWDR VHP VHAGP I AP 


9 


10 


EWDRVHP VHAGP IAPGQMREPRGSD 


10 


J.i 


-GEiAEGQWREPRGSD 1 AGTTSTljy S 


11 


1 1 


DDPCFiT A ( r ""T ,r T , C? r r , T PiC/"* T fWM'FNTNTD D 

rKboUiAul lb i JjUbUXoWMilNWrr 


i t 


i j 


CTT riPnTfSWM'TTCrNrDDTDVfZFTVK'PW 
£5 Xuv^WXwVVl v lllNi.Nr'Jr X c VutiX 1IV£\VY 


1 1 

13 




1 -WW tr tr X lr V Vjli X 1 XvtvVY X XXAsXtiilVX V f\ 


1/1 
In 


1 J 


TVvomt tt nT.TJTTTlTOMVCiPVCJTT.nT 
X X JNXvW X X JjIjJLiIN J\.X V £\i v l IOr VOl J_iU X 




10 




10 


17 


aXXjiJXKyo.irXsJlt.Err KXJx VL'iCr xxvXXtrC 


1 *7 
1 / 


1 O 

18 


E PF RD YVDRr X KT iaKAbU Ab Qb V JvN 


1 o 

IS 


19 


YKTLRAE Q AS QE VKNVmTETLIiVQN 


19 


20 


QEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILK 


20 


21 


LLVQNANPDCKT I LKALG PAATLEE 


21 


22 


KTILKALGPAATLEEMMTACQGVGG 


22 


23 


ATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLAE 


23 


24 


QGVGGPGHKARVLAEAMSQVTNSAT 


24 


25 


RVLAEAMSQVTNS AT 1 MMQRGNFRN 


25 


26 


TNSATIMMQRGNFRNQKKTVKCFNC 


26 


27 


GNFRNQKKTVKCFNCGKEGH IAKNC 


27 


28 


KCFNCGKEGH I AKNCRAPRLKGCWK 


28 


29 


IAKNCRAPRLKGCWKCGKEGHQMKD 


29 


30 


KGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKI 


30 




3A 


QAIS PRTLNAWVKVI 


31 


3B 


ISPRTLNAWVK 


32 


9A 


INEEAAEWDRVHPVH 


33 


9B 


EEAAEWDRVHP 


34 


17A 


IRQGPKEPFRDYVDR 


35 


17B 


QGPKEPFRDYV 


36 
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4.2. Epitopkariierung 
4.2. 1 . Immunologischer Test allgemein 

5 Die Epitopcharakterisierung wurde analog dem Boehringer Mannheim Enzymun®-Test Anti-HIV 1+2 
(BM 1 165 062) durchgefiihrt. Das Tesiprinzip ist ein 2-Schritl-Sandwich-ELISA mit Streptavidin-Technologie. Jedoch 
wurden statt der Humanseren die verschicdencn monoklonalen <p24>Antikorper eingesetzt und mit den jeweils biotiny- 
lienen Peptiden oder rckombinantcm ■ p24 vcrmessen.'Die Detekrion crfolgt iiber <Maus IgG>-POD (BM 1 431 323). 
Alle andcren Zusatzreagenticn. wie Waschlosung. Streptavidintubes, ABTS usw. wurden beibehallen. Die Messungcn 

10 wurden an den Enzymun®-Analysen-Automaten ES 22 oder ES 600 von Boehringer Mannheim durchgefuhrt. 

4.2.2. Piateaubestimmung 

Die Bestimmung der optimalcn MAK-Einsatzkonzentration fur die Epitopkartierung wurde im oben beschriebenen 
15 Testkonzept durchgefuhrt. Als Antigen wurde biotinyliertes rekombinantes p24 (Einsatzmenge 200ng/ml) verwendet. 
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Tabelle 5 





MAR-lvoiizentration 


Signal 


5 




c LUg/mlJ 






MAK<p24>-6A9/5 


0 


3 






1 


208 


10 




5 


856 






10 
20 


1231 
1665 


15 




25 


1718 




MAK<p24>-6D9/4 


0 
1 


2 

386 


20 




5 


1239 
1 


25 




20 


2425 






25 


2531 


30 


MAK<p24>-2E7/3 


0 


5 






1 
5 


322 
1148 


35 




10 


1708 






20 


2292 


40 




25 


2461 




MAK<p24>-4Bl/l 


0 
10 
25 


9 
1205 
1944 


45 




50 


2H6 


50 




75 


245 1 






100 


2537 


55 



Die Plateaubeslimmung ist in den Fig. 1 bis 4 graphisch dargesiellt. 

4.2.3. Epitopkartierung 

Die Kartierang wurde mil 25 Aminosaurcn langen, N-terminal biotinylierten Peptiden, die im lOer Raster iiber die 
HIV1 Consensus B-Sequenz von p24 synthclisiert wurden (Peptide SEQ ID NO: 1-30), durchgefuhrt. Zuerst wurde eine 
Grobkartierung mil 6 verschiedenen Peptidmischungen A-F (Einsaizmenge pro Peptid 60 ng/ml), die jeweils 5 verschie- 
dene biotinylierte Peptide enthalten, im indirekten Testkonzept vermessen. 



60 



65 
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MiscbungB: 6 Mischung C: 11 

7 12 

8 13 

9 14 

10 15 



Mischung D: 16 
17 
18 
19 
20 



Mischung E: 21 Mischung F: 

22 
23 
24 
25 

Tabelle 6 

Reaktivitat der Antikorper mit Peptidmischung A-F 



26 
27 
28 
29 
30 





MAK6A9/5 


MAK4B1/1 


MAK 6D9/4 


MAK2E7/3 


[mE] 


% 


[mE] 


% 


[mE] 


% 


[mE] 


% 


Standardantigen 


2098 


100 


2402 


100 


2966 


100 


2903 


100 


Mischung A 


6 


0 


29 


1 


925 


31 


5 


0 


Mischung B 


8 


0 


22 


1 


100 


3 


2696 


93 


Mischung C 


15 


1 


31 


1 


22 


1 


5 


0 


Mischung D 


22 


1 


1152 


48 


41 


1 


4 


0 


Mischung E 


15 


1 


17 


.1 


16 


1 


2 


0 


Mischung F 


24 


1 


18 


1 


17 


1 


3 


0 



Ergebnis der Grobkarticrung: 3 MAKs reagieren spezifisch mit jeweils einer Peptidmischung (graphische Darstellung 
siehe Fig. 5). 

4.2.4. Feinkaniening 

In der Feinkaniening wurden die Peptide (Einsatzmenge 100 ng/ml) aus den reaktiven Mischungen einzeln im indi- 
rekten Testkonzept eingesetzt: 

Tabelle 7 

MAK<p24>M-4Bl/l mit Einzelantigenen aus Mischung D 





rec p24 


Peptid 16 


Peptid 17 


Peptid 18 


Peptid 19 


Peptid 20 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




MAK4B1 


2089 


100% 


3 


0% 


297 


14% 


2 


0% 


3 


0% 


0 


0% 
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Tabelle 8 

MAK<p24>M-2E7/3 mil Einzclaniigcnen aus Mischung B 





rec p24 


Peptid 6 


Peptid 7 


Peptid 8 


Peptid 9 


Peptid 10 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




MAK2E7 


2111 


100% 


6 


0% 


3 


0% 


23 


1% 


2103 


99.6% 


5 


0% 



Tabelle 9 

MAK<p24>M-6D914 mit Einzelantigenen aus Mischung A 





recp24 


Peptid 1 


Peptid 2 


Peptid 3 


Peptid 4 


Peptid 5 




mE 




mF 




mF, 




mF. 




mF. 




mF. 




MAK6D9 


2282 


100% 


3 


0% 


23 


1% 


922 


40% 


5 


0% 


4 


0% 



Tabelle 10 
. reaklive Peptid-Sequenzen 



Peptid 
SEQ ID NO 


Sequenz 


Ergebnis 


3 


QMVHQAI S PRTLNAWVKVTEEKAFS 


reaktiv mit MAK<p24>M-6D9 


9 


LKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAP 


reaktiv mit MAK<p24>M-2E7/3 


17 


S ILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLR 


reaktiv mit MAK<p24>M-4Bl/l 



Tabelle 11 

Sequenzvergleich der Epitope von p24 HIV I Consensus B und Subtyp O 



MAK6D9 


QMVHQAISPRTLNAWVKVIEEKAFS 


Consensus B 




QMVHQAISPRTLNAWVKAIEEKAFN 


Subtyp O 








MAK2E7 


LKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAP 


Consensus B 




LKEVINEEA7EWDRTHPP? ?GPLPP 


Subtyp O 








MAK4B1 


S ILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLR 


Consensus B 




S ILDI 7QGPKEPFRDYVDRFYKTLR 


Subtyp O 



Laut Sequenzvergleich sollten die MAKs 6D9 und 4B1 die Kreuzreaktion zu p24 (SubO) ermoglichen, da hier die 
grdfite Homologie in der Sequenz ist. 

Zur weitcrcn Einschrankung des Epitops wurde nochmals cine Feinkartierung mit den Peptiden 3 (= SEQ ID NO 3), 
3 A (= SEQ ID NO 31 ), 3B (= SEQ ID NO 32), und MAK<p24>M-6D9/4; Peptide 9 (= SEQ ID NO 9), 9A (= SEQ ID 
NO 33), 9B (= SEQ ID NO 34) und MAK<p24>M-2E7/3; sowie Peptide 17 (= SEQ ID NO 17), 17A (= SEQ ID NO 35). 
17B (= SEQ ID NO 36) und MAK<p24>M-4Bl/l durchgefuhrt. 
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Tabelle 12 

MAK<p24>M-4Bl/l mit Einzelantigenen 17, 17A und 17B 



SEQIDNO: 


Peptid 17 
17 


Peptid 17A 
35 


Peptid 17B 
36 




mE 


mE 


mE 


MAK 4B1/1 


612 


10 


7 



Tabelle 13 

MAK<P24>MT2E7/3 mit Einzelantigenen 9, 9A und 9B 



SEQIDNO: 


Peptid 9 
9 


Peptid 9A 
33 


Peptid 9B 
34 




mE 


mE 


mE 


MAK2E7/3 


1439 


1330 


1399 



Tabelle 14 

MAK<p24>M-6D914 mit Einzelantigenen 3, 3A, 3B 



SEQIDNO: 


Peptid 3 
3 


Peptid 3A 
31 


Peptid 3B 
32 




raF. 


mE 


mE 


MAK 6D9/4 


958 


866 


448 



Daraus folgt, daB das Epitop des Anlikorpers MAK<p24>M-4Bl/l nicht weiter eingeschrankt werden kann. Das Epi- 
top von MAK<p24>M-2E7/3 kann auf die Sequenz 9B (SEQ ID NO: 34) EEAAEWDRVHP 
minimiert werden. Das Epitop von MAK<p24>M-6D9/4 kann auf die Sequenz 
3 A (SEQ ID NO: 31) Q AISPRTLN AWVKVI 
ohne groBere Signalverluste verkurzt werden kann. 

Beispiel 5 

HTV-Subtypenerkennung durch die monoldonalen Anti-p24-Antik6rper 

Der Test wurde entsprechend Beispiel 1 und 2 nach den Vorschriften des Enzymun-Test® Anti-HIV 1+2+SubtypO 
(Besl.Nr. 1557319, Boehringer Mannheim, Deutschland) durchgefuhrt. Zur Austestung der HIV-Subtypenerkennurig 
wurden jedoch nur die Rezeptoren Rl und R2, d. h. die monoklonalen Antikorper gegen p24 verwendet. Es wurden je- 
weils 250 ng MAK/ml eingesetzt. 
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Tabelle 15 

Erkennung von p24 (HIV1 und HIVl-SubO) durch die MAKs 



Re7entor R 1 


MAK 4B1/1 


MAK 2E7/3 


MAK 4B 1/1 


MAK6A9 


MAK 4B 1/1 
MAK 6A9/5 


5 


Rezentor R2 


MAK 2E7/3 


MAK 6D9/4 


MAK 6D9/4 


MAK6D9/4 


MAK 2E7/3 
MAK 6D9/4 


10 


Prnhe 

X lUUv 












15 


oxn i ovju 


U,x ^IlCgauvy 


0 1 fnepativ^ 


1 2 fnositiv') 


0.1 (negativ) 


1,2 (positiv) 


(HIVl Subtyp 0) 














QXT 1 ftfY7 
OIN lOU/ 


fi 1 /r^oratii/^ 


0 1 fY)P0'fiti\A 

V j X ^XiU'gjCl.lJL V J 


1 7 fnositiv^ 


0 1 fneeativ) 


1,7 (positiv) 


20 


(HIVl Subtyp 0) 
















1 1 f r*n<;ittv^ 
-? * \j ** * / 


ft - 1 f n *=* o-ati - 


Q-l -Y-neffativY 


-Q 5 6-(negativ)- 


ly2-(po3itiv) 


25 


SN 1799 (HIVl) 


0,9 

(grenzwertig) 


1,3 (positiv) 


1,2 (positiv) 


1,1 (positiv) 


1,4 (positv) 


SN1801 (HIVl) 


0,8 

(grenzwertig) 


1,7 (positiv) 


0,8 

(grenzwertig) 


1,3 (positiv) 


1,7 (positiv) 


30 


SN 1803 (HIVl) 


1,7 (positiv) 


2,2 (positiv) 


0,1 (negativ) 


0,5 (negativ) 


2,3 (positiv) 





Es zeigt sich, daS der monoklonale Antikorper MAK <p24>M-4Bl/l und der monoklonaie Antikbrper MAK 
<p24>M-6A9/5 jeweils bevorzugt fur den Einsaiz als Rl, d. h. auf der Festphasenseite geeignet sind. Der monoklonale 
Antikorper MAK <p24>M-2E7/3 und der monoklonale Antikorper MAK <p24>M-6D9/4 sind bevorzugt fur den Ein- 
satz als R2, d. h. auf der Nachweisscite geeignet. Fur eine effektive gleichzeitige Erkennung des p24 von HIVl und 
HTVl-SubO werden alle vier Antikorper bevorzugt gemeinsam eingesetzt. 
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Sequenzprotokoll 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) . NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof erstr . 116 

(C) ,ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(G) TELEFON: 06217593215 

(H) TELEFAX: 06217594457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Kombitest HIV 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 36 

(iv) COMPUTER -LES BARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER : IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patent In Release #1.0, Version #1.30 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Asp Lys Gly Asn Ser Ser Gin Val Ser Gin Asn Tyr Pro lie Val 
15 10 15 

Gin Asn Leu Gin Gly Gin Met Val His Gin 
20 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) S E QUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure - 

(C) STRANGFORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Asn Tyr Pro lie Val Gin Asn Leu Gin Gly Gin Met Val His Gin 
1 ' 5 10 15 

Ala lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 3: 

Gin Met Val His Gin Ala lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp 
15 io 15 

Val Lys Val lie Glu Glu Lys Ala Phe Ser 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminos&uren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys Val lie Glu Glu Lys Ala Phe Ser 
15 10 15 

Pro Glu Val lie Pro Met Phe Ser Ala Leu 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25. Amino saur en 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Glu Lys Ala Phe Ser Pro Glu Val lie Pro Met Phe Ser Ala Leu 
1 5 10 15 

Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gin Asp Leu Asn 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gin Asp Leu Asn 
15 10 15 

Thr Met Leu Asn Thr Val Gly Gly His Gin 
20 ■ 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Pro Gin Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr Val Gly Gly His 
15 10 

Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu Thr lie 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: .Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: .Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Val Gly Gly His Gin Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu Thr 
1 5 10 

Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Leu Lys Glu Thr lie Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val 
15 10 15 

His Pro Val His Ala Gly Pro lie Ala Pro 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro He Ala Pro 
15 10 15 

Gly Gin Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Gly Pro He Ala Pro Gly Gin Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp 
15 10 15 

He Ala Gly Thr Thr Ser Thr Leu Gin Glu 
20 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure - 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Pro Arg Gly Ser Asp lie AlaGly Thr Thr Ser Thr Leu Gin Glu 
15 10 15 

Gin lie Gly Trp Met Thr Asn Asn Pro Pro 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Ser Thr Leu Gin Glu Gin lie Gly Trp Met Thr Asn Asn Pro Pro 
15 10 15 

lie Pro Val Gly Glu lie Tyr Lys Arg Trp 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Thr Asn Asn.Pro Pro lie Pro Val Gly Glu lie Tyr Lys Arg. Trp 
1 5 10 . - 15 

lie lie Leu Gly Leu Asn Lys lie Val Arg 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminos auren 

( B ) ART : Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear. 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid . 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

lie Tyr Lys Arg Trp lie lie Leu Gly Leu Asn Lys lie Val Arg 
15 10 15 

Met Tyr Ser Pro Val Ser lie Leu Asp lie 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B ) ART : Aminos&ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Asn Lys lie Val Arg Met Tyr Ser Pro Val Ser lie Leu Asp. lie 
1 5 10 15 

Arg Gin * Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp 
20 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

( i ) S E QUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure - 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Ser lie Leu Asp lie Arg Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp 
1 5 10 • 15 

Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Thr Leu Arg 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Thr Leu Arg 
15 10 15 

Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu Val Lys Asn 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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5 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu Val Lys Asn 
15 10 15 

Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin Asn 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Gin Glu Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin Asn 
1*5 10 15 

Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr lie Leu Lys 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
40 (A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

50 

Leu Leu Val Gin Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr lie Leu Lys 
1. 5 10 15 

55 Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu 

20 25 



60 



65 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE : 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure - 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

Lys Thr He Leu Lys Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu 
15 10 15 

Met Met Thr Ala Cys Gin Gly Val Gly Gly 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gin Gly Val Gly Gly 
15 10 15 

Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

Gin Gly Val Gly Gly Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu 
1 5 10 15 

Ala Met Ser Gin Val Thr Asn Ser Ala Thr 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) S EQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 

Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Ser Gin Val' Thr Asn Ser Ala Thr 
15 10 15 

lie Met Met Gin Arg Gly Asn Phe Arg Asn 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 

Thr Asn Ser Ala Thr lie Met Met Gin Arg Gly Asn Phe Arg Asn 
15 10 15 

Gin Lys Lys Thr Val Lys Cys Phe Asn Cys 
20 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure - 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 27: 

Gly Asn Phe Arg Asn Gin Lys Lys Thr Val Lys Cys Phe Asn Cys 
15 10 15 

Gly Lys Glu Gly His lie Ala Lys Asn Cys 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 28: 

Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu Gly His lie Ala Lys Asn Cys 
15 10 15 

Arg Ala Pro Arg Leu Lys Gly Cys Trp Lys 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29: 

lie Ala Lys Asn Cys Arg Ala Pro Arg Leu Lys Gly Cys Trp Lys 
1.5 10 15 

Cys Gly Lys Glu Gly His Gin Met Lys Asp 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 30: 

(i) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 27 Aminosauren 

(B) ART : Amino saure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 

Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly His Gin Met Lys Asp 
15 10 15 

Cys Thr Glu Arg Gin Ala Asn Phe Leu Gly Lys lie 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 31: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31: 

Gin Ala lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys Val lie 
1 5 10 15 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 32: 

(i) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART : Aminos aure - 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 32: 

lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys 
1.5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 33: 

lie Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His 
1 5 10 15 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 34: 

Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro 
1 . 5 10 



10 



15 



20 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 25 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE : linear 



30 



35 



40 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 45 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



50 



55 



60 



65 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART.: Amino saure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35: 

lie Arg Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg 
15 10 15 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 36: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 11. Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear - 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 36: 

Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val 
15 10 



Paientanspruche 

1. Verfahren zur Diagnose einer HIV-Infektion mittcls eines Immunoassays durch den spezifischen Nachweis von 
p24-Antigen von HI VI, HIVl-SubO und/oder p26- Antigen von HTV2, mindestens einem Antikorper gegen den 
env-Bereich von HIVl f HIVl-SubO und/oder HIV2 und mindestens einem Antikbrper gegen den pol- und/oder 
gag-Bereich aus HIV1, HIVl-SubO und/oder HIV2. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Nachweis der HIV-Infektion mittels eines hetero- 
genen Immunoassays erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, daB flir den Nachweis mindestens ein Rezeptor Rl, 
der mit dem p24- Antigen von HIV1, HIVl-SubO und/oder dem p26-Andgen von HTV2 spezifisch bindefahig ist 
und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, 

mindestens ein Rezeptor R2, der mit dem p24- Antigen von HIV1, HIVl-SubO und/oder dem p26- Antigen von 
HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden 
sind, 

mindestens ein Rezeptor R3, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten 
HTV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2- Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder 
gebunden werden kann, 

mindestens ein Rezeptor R4, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten 
HTV1-, HIV1 -SubO und/oder HIV2-Amikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, 
mindestens ein Rezeptor R5, der mil dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 
richteten HTV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden 
ist oder gebunden werden kann, 

mindestens ein Rezeptor R6, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 
richteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2- Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, ein- 
gesetzt werden, gegebenenfalls Trennung der festen von der fliissigen Phase und Bestimmung der Markierung in ei- 
ner der beiden Phaser*. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren Rl und R2 mit dem p24- Antigen 
von HTV1 spezifisch bindefahig sind, die Rezeptoren R3 und R4 mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus 
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dem env-Bereich gerichtetcn HIV 1 -Antikorper spezifisch bindefahig sind und die Rezeptoren R5 und R6 mit dcm 
zu bestimmenden, gegen cin Antigen aus dem gag- odcr pol- Bcreich gcrichteten HIV 1 -Antikorper spezifisch bin- 
defahig sind. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 odcr 4 dadurch gekennzcichnet, daB die Rezeptoren R5 und R6 mit dem zu bestim- 
menden, gegen ein Antigen aus dem pol-Bereich gerichteten HIV 1 -Antikorper spezifisch bindefahig sind. 5 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 5 dadurch gekennzcichnet, daB die Rezeptoren R5 und R6 mit gegen 
die HIV-Reverse Transkriptase gerichteten Antikorpem spezifisch bindefahig sind. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 5 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren R5 und R6 mit gegen 
das gag-p 17- Antigen gerichteten Antikorpem spezifisch bindefahig sind. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-7 dadurch gekennzeichnet, daB auch eine Infektion mit HIVl-Subtyp O 10 
detektiert wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-8 dadurch gekennzeichnet, dafi auch eine Infektion mit alien HlVl-Sub- 
typen der Gruppe M detektiert wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-9 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren Rl und R2 jeweils Ge- 
mische aus verschiedenen Rezeptoren sind, die unterschiedliche Epitope des p24-Antigens von HIV1, HIVl-SubO 15 
und/oder unterschiedliche Epitope des p26- Antigens von HIV2 erkennen. 

11. Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV dadurch gekennzeichnet, daB mindestens ein Rezeptor 
R3, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO und/ 
Oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, 
mindestens ein Rezeptor R4, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten 20 
HIV1-, HIV1 -SubO und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, 

mindestens ein Rezeptor R5, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 
richteten HIV1-, HI VI -SubO und/oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindeflihig ist und an eine Festphase gebunden 
ist oder gebunden wefden~kann, 

mindestens ein Rezeptor R6, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 25 
richteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-Antikbrper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, einge- 
setzt werden, gegebenenfalls Trcnnung der festen von der fliissigen Phase und Bestimmung der Markierung in einer 
der beiden Phasen. 

12. Monoklonale Antikorper gegen HIV1 p24- Antigen, die die p24-Epitope gemaB SEQ ID NO: 1-36 spezifisch 
binden. 30 

13. Monoklonale Antikorper gegen HIV1 p24-Antigen, die die p24-Epitope gemaB SEQ ID NO: 3, 9, 17, 31 oder 
34 spezifisch binden. 

14. Monoklonale Antikorper gegen HIV1 p24-Antigen, die von den Zellinien MAK<p24>M-6A9/5 (Hinterle- 
gungsnr. DSM ACC23 10), MAK<p24>M-4Bl/l (Hinterlegungsnr. DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hin- 
terlegungsnr. DSM ACC2300), oder MAK<p24>M-2E7/3 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2301), produziert werden. 35 

15. Monoklonale Antikorper gegen HIV1 p24-Antigen, die in aquivalenter Weise an p24 binden wie die monoklo- 
nalen Antikorper, die von den Zcllinien MAK<p24>M-6A9/5 (Hinterlegungsnr. D SM ACC23 10), MAK<p24>M- 
4B 1/1 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2300), oder 
MAK<p24>M-2E7/3 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2301), produziert werden. 

16. Monoklonale Antikorper gegen HI VI p24- Antigen, die an die gleichen Epitope binden wie die monoklonalen 40 
Antikorper, die von den Zellinien MAK<p24>M-6A9/5 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2310), MAK<p24>M-4B 1/1 
(Hinterlegungsnr. DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2300), oder 
MAK<p24>M-2E7/3 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2301), produziert werden. 

17. Verwendung mindestens cines monoklonalen Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 12 bis 16 in einem dia- 
gnostischen Test zum Nachweis einer HIV-Infektion. ... 45 

18. Verwendung mindestens eines monoklonalen Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 12 bis 16 in einem dia- 
gnostischen Test in einem Verfahren gemaB Anspruch 1 bis 10 zum Nachweis einer HIV-Infekuon. 

19. Reagenzienkit zum Nachweis einer HIV-Infektion, enthaltend mindestens einen Rezeptor Rl , der mit dem p24- 
Antigen von HIV1, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von HIV2 spezifisch bindelahig ist und an eine Fest- 
phase gebunden ist oder gebunden werden kann, 50 
mindestens einen Rezeptor R2, der mit dem p24-Antigen von HIV1, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von 
HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, wobei die von Rl und R2 crkannten Epitope verschieden 
sind, 

mindestens einen Rezeptor R3, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich genchteten 
HIV1-, HIVl-SubO- und/oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindeflihig ist und an eine Festphase gebunden ist oder 55 
gebunden werden kann, 

mindestens einen Rezeptor R4, der mil dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich genchteten 
HIV1-, HIVl-SubO- und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, 
mindestens einen Rezeptor R5, der mil dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich 
gerichteten HTV1-, HIVl-SubO- und/oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebun- 60 
den ist oder gebunden werden kann, 

mindestens einen Rezeptor R6, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich 
gerichteten HIV 1 HIV 1 -SubO- und/oder HI V2- AntikGrper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, so- 
wie gegebenenfalls weitere iibliche Hilfsstoffe. 

20. Reagenzienkit gemaB Anspruch 19 dadurch gekennzeichnet, daB als Rezeptoren Rl und R2 die Antikorper, die 65 
von den Zellinien MAK<p24>M-6A9/5 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2310), MAK<p24>M-4Bl/l (Hinterle- 
gungsnr. DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2300), oder MAK<p24>M-2E7/3 
(Hinterlegungsnr. DSM ACC2301), produziert werden, eingesetzt werden. 
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21. Teststreifen. enihaltend mindestens cinen Rezeptor Rl. der mil dem p24-Antigen von HIV1, HrVl-SubO und/ 
Oder dcm p26-Antigcn von HIV2 spezifisch bindefahig ist und an einc Festphase gebunden ist oder gebunden wer- 
den kann, 

mindestens einen Rezeptor R2, der mil dem p24-Antigen von fflVl, HIVl-SubO und/oder dem p26- Antigen von 
HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, wobei die von Rl und R2 erkanntcn Epitope verschieden 
sind, 

mindestens einen Rezeptor R3, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereicn genchteten 
HTV1-, HIVl-SubO- und/oder HIV2-Antik6rpcr spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder 
gebunden werden kann, _ 
mindestens einen Rezeptor R4, der mit dem zu besummenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich genchteten 
HIV1-, HIVl-SubO- und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, 
mindestens einen Rezeptor R5, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich 
gerichteten HIV1-, HIVl-SubO- und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebun- 
den ist oder gebunden werden kann, . 
mindestens einen Rezeptor R6, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereicn 
gerichteten HIV1- und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, sowie gegebe- 
nenfalls weitere ubliche Hilfsstoffe. 
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